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Bd. 300 (1955) . I 


Bausteinanalysen von Phosphorylase, Phosphoglucomutase 
und Hexokinase 
Von 


Hermann Boser 


Aus dem Diabetikerheim Garz/Riigen und Karlsburg, Anstalt zur Erforschung und Behandlung 
der Zuckerkrankheit (Direktor: Professor Dr. G. Katsch), Karlsburg, Kreis Greifswald 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Dezember 1954) 


Im Zuge unserer Untersuchungen tiber Glukagon (HGF) fielen bis- 
weilen Phosphorylasepraparationen an, deren biologisches Verhalten 
eine Beimischung anderer phosphorylierender Fermente nicht mit 
Sicherheit ausschloB, die sich aber in ihrer Aminosiurezusammensetzung 
nicht signifikant von reiner, kristallisierter Phosphorylase unterschieden. 
Dies konnte bedeuten, daB sich die phosphorylierenden Fermente in 
ihrer EiweiBkomponente sehr ahnlich seien, was allgemein hinsichtlich 
der Spezifitat von Fermenten interessant gewesen wiire. Es sei voraus 
bemerkt, daB sich diese Vermutungen nicht voll bestitigten. 

Die Phosphorolyse von Glykogen verliuft bekanntlich nach dem 
Schema: 

Glykogen + PO,” 
_ Phosphorylase 
Glucose-1-phosphat 
Phosphoglucomutas 


(ATP + Glucose -ADP +) Glucose-6-phosphat 
Hexokinase f 
Glucose-6-Phos phatase 


Glucose + PO,'” 


Wir fiihrten die Bausteinanalysen von Phosphorylase und Gluco- 
mutase durch, wihrend wir die bisher noch nicht rein dargestellte Glu- 
cose-6-Phosphatase noch nicht bearbeiteten. Dafiir wurde die wegen 
ihres hohen Gehaltes an eiweiBgebundenem Zucker (s. unten) inter- 
essante Hexokinase in die Untersuchungen einbezogen. 


Herstellung der Fermentpraparate 


1. Phosphorylase wurde aus Kaninchenmuskel nach der Methode von 
Cori und Mitarbb.! dargestellt bis zur konstant bleibenden biologischen Aktivitat?, 

1 A, A. Green, G. T. Cori u. C. F. Cori, J. biol. Chemistry 142, 447 [1942]; 
A. A. Green u. G. T. Cori, ebenda 151, 21 [1945]; s. a. Biochemical Preparations 
Vol. 3 (1953); K. Myrback u. G. Neumiiller in Ergebnisse der Enzymforschung, 
Bd. 12 (Leipzig 1951), S. 23ff. 

2 C.F. Cori, G. T. Cori u. A. A. Green, J. biol. Chemistry 151, 39 [1943]. 
1 
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umkristallisiert (4—5mal) und anschlieBend erschépfend gegen dest. Wasser 
dialysiert. Durch Zugabe von 2 Vol. Alkohol und 4 Vol. Ather wurde gefallt und 
der (jetzt biologisch inaktive) Niederschlag iiber Diphosphorpentoxyd im Hoch- 
vak. getrocknet. 

2. Phosphoglucomutase wurde nach Najjar*® aus Kaninchenmuskel 
kristallisiert. Die biologische Aktivitat® betrug 20—22 E/mg. Die Reinigung wurde 
solange fortgesetzt, bis die Albuminbeimengung, der bereits Najjar Beachtung 
schenkte, weniger als 3°/, ausmachte (s. Abb. 1; die mit Aminoschwarz 10b an- 
gefarbten Fraktionen, wurden unter Annahme gleichen Farbstoffbindungsvermégens 
durch Eluieren ausgewertet). Die Kristalle wurden dann ebenfalls erschopfend 
gegen Wasser dialysiert und wie unter 1. weiterbehandelt. 

3. Hexokinase. Als Ausgangsmaterial diente rohe, mit Glu- 
cose stabilisierte Hexokinase (Lot H 103—50) von Sigma Chemi- 
cal Company St. Louis*. Das Praiparat wurde nach dem Vorgang 
von Northrop? bei —10° alkoholfraktioniert. Die amorphe Alko- 
holfallung, wie unter 1 dialysiert, gefallt und getrocknet, wird im 
folgenden einfach als ,,Hexokinase Sigma‘ bezeichnet. Zur Kon- 
trolle wurden einige mg krist. Hexokinase nach Bailey und Webb? 
aus 40 kg Hefe selbst dargestellt und nach Dialyse und Hydrolyse 
zum papierchromatographischen Mannosenachweis verwandt. 





4 Analysenmethoden 
' ea a) Die Aminosaiuren wurden papierchromatographisch — be- 
& -. stimmt und mittels Kupferphosphats ausgewertet, wie vor kurzem® 
beschrieben. 

b) Cystin nach Kuhn, Birkofer und Quackenbush*®, 

c) Tryptophan nach Spies und Chambers’. 

d) Phosphat nach Lohmann und Jendrassik®, 

e) Papierelektrophorese nach Grassmann und Hannig?, 
300 V, Veronalpuffer nach Michaelis! (ohne NaCl) py 8,6, An- 





Abb. 1, Papierelektrophorese (py, 8,6) von serumalbuminhaltiger 

Fut. ; ram Phosphoglucomutase (Mut.); zum Vergleich Serum (Ser.). 
farbung auf Eiwei®B mit Amidoschwarz 10b*°, Anfarbung auf Kohlenhydrat mit 
Leucofuchsin nach Perjodatspaltung". 

Nach Langshalbierung des Papierpherogramms wurde mit beiden Reagenzien 
angefarbt (s. Abb. 3a, b). 

f) Zucker: Nachdem in Hexokinasehydrolysaten papierchromatographisch 
(Spriihreagens Anilinbiphthalat **) in drei verschiedenen Lésungsmittelgemischen 
(Phenol ges. 0,03% NH,; n-Butanol: Kisessig: Wasser 4: 1 : 5; wasserges. Kollidin) 


3 V.A. Najjar, J. biol. Chemistry 175, 281 [1948]. 

+ K. Bailey u. E.C. Webb, Biochem. J. 42, 60 [1948]. 

> H. Boser, diese Z. 296, 10 [1954]. 

6 R. Kuhn, L. Birkofer u. F.W. Quackenbush, Chem. Ber. 72, 407 
[1939]. 

* J.R.Spies u. D.C. Chambers, Analytic. Chem. 21, 1249 [1949]. 

8 K. Lohmann u. L. Jendrassik, Biochem. Z. 178, 419 [1926]. 

® W. Grassmann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 333 
[1951]. 

10 L. Michaelis, Biochem. Z. 234, 119 [1931]. 

1K. Kéiv u. A.Grénwall, Scand. J. Clin. Labor. Invest. 4, 244 [1952]. 

* Herrn Dr. L. Berger danken wir auch an dieser Stelle fiir Uberlassung von 
100 mg roher Hexokinase. 

** Kine unhydrolysierte Fermentprobe gibt auf Filterpapier keine Anfarbung 
mit Anilinbiphthalat. 
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Mannose als einziger Zuckerbaustein* (s. Abb. 2a, b, c) festgestellt war, wurde 
diese unter Zugrundelegung einer Mannose-Eichkurve nach der Orcinmethode von 
Sorensen und Haugaard! bestimmt. Der Ribosegehalt der Phosphorylase 
wurde mittels Ribose-Eichkurve in gleicher Weise bestimmt. Bei Glucomutase 
fielen samtliche Zuckerreaktionen vollig negativ aus. 


Se ae 








Rib Man HK Dex Gal Gal HK Man Man HK Gal 
2a) 2b) 2c) 

Abb. 2. Papierchromatographischer Nachweis von Mannose in Hexokinase-Hydro- 
lysaten (HK). a) Phenol ges. 0,03% NH;; b) n-Butanol : Eisessig : Wasser 4: 1: 5; 
c) wassergesatt. Kollidin; Man = Mannose; Gal = Galaktose; Dex = Glucose; 
Rib = Ribose. 


Ergebnisse 


Phosphorylase: Eine Zusammenstellung der Ergebnisse findet 
sich in der Tabelle. Der Ribose- und Phosphatgehalt wurde bereits von 
Cori!® und Mitarbb. ermittelt; wir erhielten ahnliche Werte. 

Phosphoglucomutase: Zusammenstellung siehe Tabelle. Der 
Gehalt an nichtdialysierbarem Phosphat wird von Jagannathan und 
Luck" mit 2 y P/mg N angegeben. 

12 M. Sérensen u. G. Haugaard, Biochem. Z. 260, 244 [1932]. 

13 G. T. Cori u. C. F. Cori, J. biol. Chemistry 158, 321 [1945]. 

4 V, Jagannathan u. J. M. Luck, J. biol. Chemistry 179, 569 [1949]. 

* In 2 von insgesamt 4 aus dem gleichen Fermentpraparat hergestellten 
Hydrolysaten (1—4 Stdn., 100°, n-HCl) waren auBer Mannose noch 1—2 anilin- 
positive Stoffe mit sehr niedrigem Ay-Wert festzustellen, die als Reversionsprodukte 


angesehen werden. 
] ok 
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Tab. 1. Ergebnisse der Bausteinanalysen. 









































Phosphorylase Phosphoglucomutase 
: ‘ Hexo- 
N «= 11,30 “ ‘ 13,08 kinase 
N 14,92 15,09 
entspricht entspricht 
g100g |gN/100g]} ¢g 100g |gN/100¢ 
Asparaginsiure. ... . 14,6 1,55 15,6 1,66 
Glutaminsiure .... . 14,35 1,37 11,8 1,12 + 
Pesta 25s es 1,4 0,38 0.6 0,16 + 
PRMSIORRAID 50 cc: sa0e.t? oS 13,5 4,32 10,5 3,37 + 
SWUM, i ws Gs we 9,0 1,72 8,2 1,56 - 
css tbs gee 6m 4,8 0,64 5,5 0,73 + 
ISR ke es 2,3 0,44 3,25 0,61 + 
TT a nee tears 5,4 0,85 7,8 1,23 
Went 26 ia ot ee oe 5,8 0,70 6,1 0,73 4 
BWR ee) see oe 7,6 0,58 7,8 0,60 + 
Phe nylalanin . . ra 8,9 0,75 14,6 1,23 
Leucin + Isoleucin Stee 6,7 0,72 7,1 0.75 
PNET iG. we, oS le as 5,0 0.61 5,8 0,71 
Oxyprolin ae @ a ( 
Threominh? . sk eS 7) 2,8 0,30 
OMEN cs) ay Ss’ ee 2,85 0,33 3.8 0,44 
Tryptophan ....... 2,05 " 0,28 0.5 0.07 
Risnee: f 22. cua ss 0,52 0,00 ‘ 2 
MBNNOED. oon 4 ess G a) Z 52,2% 
org. Phosphat. . . ... 0,31 0,00 < 0,05 
Adenin (ber.) .... . 0,44 0,23 
105,52 15,47 111,80 15:27 
Ausbeute Ausbeute 
104% 101% 
N 


x = g a-Aminostickstoff/100 g Ferment nach der Kupferphosphatmethode®. 
N = g Stickstoff/100 g Ferment nach Kjeldahl. 

qualitativ nachgewiesen; — nicht untersucht. 
@ mit den angegebenen Methoden nicht nachweisbar. 


Hexokinase ist ein Glykoproteid mit einer Kohlenhydratkompo- 
nente von etwa 50% (bei der untersuchten ,,Hexokinase Sigma‘), die 
ausschlieBlich aus Mannosebausteinen aufgebaut ist. Aminozucker und 
Galaktose fehlen, im Gegensatz zu vielen anderen Glykoproteiden. 
Papierelektrophoretisch lait sich Hexokinase bei py 8,6 in 2 mit Amido- 
schwarz (relativ schwach) anfairbbare, scharf getrennte Fraktionen zer- 
legen (s. Abb. 3a), von denen die schneller wandernde etwa die Beweg- 
lichkeit von /-Serumglobulin hat, die langsamere unter gleichen Be- 
dingungen etwa wie y-Serumglobulin wandert. Bei der Anfarbung auf 
Kohlenhydrat tritt eine einzige, sehr intensive Bande auf, die nur die 
langsamer wandernde EiweiBkomponente einschlieBt (s. Abb. 3b). 

Eine Zusammenstellung der qualitativ nachgewiesenen Amino- 
siiuren findet sich ebenfalls in der Tabelle. 
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Abb. 3. Papierelektrophorese (pH 8,6) 
von Hexokinase ; 





a) Amidoschwarzfarbung ; 
b) Leukofuchsinfaérbung. 





3a) + 3b) 
“Au sammenfassung 


Weitgehend vollstaéndige Bausteinanalysen von _ kristallisierter 
Muskel-Phosphorylase und -Phosphoglucomutase werden angegeben. 

Hexokinase ist ein Glykoproteid mit Mannose als einzigem Zucker- 
baustein; eine qualitative Aminosaureanalyse dieses Fermentes wird an- 
gegeben. 


Summary 


Results are given for the total structural analysis of crystallized 
muscle phosphorylase and phosphoglucomutase. 

Hexokinase is a glucoprotein containing mannose as sole sugar com- 
ponent. Data are given for the qualitative amino acid analysis of this 
ferment. 
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Zur Biochemie der Dioxo-piperazine I 
Verfiitterung von radioaktivem Glycinanhydrid 
Untersuchungen in Beziehung zu Eiweif-Problemen V! 
Von 
F. Kégl und A. M. Municio 
Aus dem Organi:ch-Chemischen Laboratorium der Rijksuniversiteit Utrecht 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Dezember 1954) 


Die umfangreiche Literatur tiber Dioxo-piperazine enthalt viele widerspruchs- 
volle Ergebnisse. Schon vor mehr als hundert Jahren wurde Leucinanhydrid? unter 
den Produkten der Saurehydrolyse von Proteinen aufgefunden, und spiater hat man 
derartige Anhydride der x-Aminosauren auch bei der enzymatischen Spaltung von 
Proteinen angetroffen*. So erhob sich die Frage, ob diese cyclischen Anhydride im 
Eiwei8 praformiert sind. E. Fischer* bezeichnete es in seinem Vortrag aus dem 
Jahre 1906 als ,,recht wahrscheinlich*, daB im Proteinmolekiil neben der amid- 
artigen Verkettung der Aminosiuren auch Piperazinringe vorkommen. Die leichte 
Bildung von Dioxo-piperazinen aus den entsprechenden Dipeptiden, auf die bereits 
E. Fischer hinwies, lieB eine sekundire Bildung méglich erscheinen. Eine end- 
giiltige Entscheidung war bei dem damaligen Stand der Proteinforschung nicht zu 
treffen, das Vorherrschen der Peptid-Ketten erschien aber bereits so sehr gesichert, 
da8 man Dioxo-piperazin-Bausteinen fiir die Protein-Struktur héchstens eine 
untergeordnete Rolle zuschreiben konnte. Um das Jahr 1924 wurde jedoch von 
namhaften Forschern eine heute sehr merkwiirdig anmutende Hypothese diskutiert, 
wonach Proteine Molekiilverbindungen von einfachen oder polymeren Dioxo- 
piperazinen sein sollten. Diese Hypothese, welche offensichtlich durch eine unrich- 
tige Interpretation der ersten Réntgenanalysen von einfachen EiweiBkérpern mit- 
veranlaBt war, muBte — ebenso wie ahnliche Spekulationen auf dem. Gebiete 
anderer, hochmolekularer Naturstoffe — bald verlassen werden. Aus den Unter- 
suchungen von Waldschmidt-Leitz® und Mitarbeitern, sowie von Levene und 
Pfaltz® ergab sich namlich der schwerwiegende Einwand, daB die einfachen Dioxo- 
piperazine weder durch Trypsin noch durch ,,Erepsin‘‘ gespalten wurden. Eine 
wesentliche Beteiligung von Dioxo-piperazin-Bausteinen war hiernach — wenig- 
stens fiir die Jeichtverdaulichen Proteine — auszuschlieBen. Trotz dieser Fest- 
stellung war das Interesse fiir die Rolle der Dioxo-piperazine nicht erloschen, viel- 
mehr kam die Diskussion durch eine 1933 erschienene Mitteilung von Mazui und 


1 Mitteil. III u. IV dieser Reihe: F. Kégl, P. Emmelot u. D. H. W. den 
Boer, Liebigs Ann. Chem. 589, 1, 15 [1954]. 

2 F. Bopp, Liebigs Ann. Chem. 69, 28 [1849]. 

3 PP. A. Levene u. W.A. Beatty, Ber. dtsch. chem. Ges. 39, 2060 [1906]; 
vgl. zur alteren Literatur ferner Meyer-Jacobson, Lehrbuch der Org. Chemie 
Bd. II, 3. TL, S. 1363 (1. u. 2. Aufl., Walter de Gruyter, Berlin u. Leipzig 1923). 

4 K. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 39, 607 (1906); vgl. E. Fischer u. 
E. Fourneau, ebenda 84, 2868 [1901], sowie P. Brig], ebenda 56, 1887 [1923]. 

5 KE. Waldschmidt-Leitz u. A.Schaffner, Ber. dtsch. chem. Ges. 58, 
1356 [1925]; E.Waldschmidt-Leitz, ebenda 59, 3007 [1926]; E. Wald- 
schmidt-Leitz, A.Schaffner, H.Schlattner u. W. Klein, ebenda 61, 299 
[1928]. 

6 p. A. Levene u. M.H. Pfaltz, J. biol. Chemistry 68, 661 [1925]. 
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Ishimaya’ aufs neue in Gang. Nach diesen Autoren sollen Dioxo-piperazine mit 
sauren Seitenketten — wie z. B. Asparaginsiure-anhydrid -— durch Trypsin 
gespalten werden. Nach Shibata® gilt dies auch fiir die Wirkung von Papain und 
Kathepsin, wahrend Anhydride von basischen Aminosaiuren durch Pepsin zerlegt 
wiirden. Die Arbeiten von Tazawa® brachten hierzu nihere Erganzungen. Die 
genannten japanischen Arbeiten wurden von Bergmann, Zervas und Fruton”, 
von Waldschmidt-Leitz und Gartner", von Greenstein”, von Akabori®, 
von Damodaran und Narayanan" sowie vonA bderhalden® und Mitarbeitern 
nachgepriift. Die Ergebnisse waren jedoch durchwegs negativ, und auch bei den 
ein Jahrzehnt spater ausgefiihrten Untersuchungen von Schliitz!® sowie von 
Parshin und Nikolaeva”’ erwiesen sich die betreffenden cyclischen Anhydride 
enzymatisch als nicht spaltbar. 

Neben den enzymatischen Versuchen in vitro hat man auch frihzeitig 
gepriift, ob Dioxo-piperazine in vivo verdaut werden. Die Ergebnisse waren 
jedoch gleichfalls widerspruchsvoll. Abderhalden?® hat 1908 nach Fiitterung 
der Anhydride von Glycin bzw. Alanin und Serin aus dem Harn von Kaninchen 
die Hauptmenge der Anhydride zuriickgewonnen, daneben konnten jedoch die 
betreffenden Aminosiuren und ihre Dipeptide isoliert werden. Glycyl-leucin- 
anhydrid wird nach Abderhalden und Wacker!?® nur in minimaler Menge 
gespalten. Levene und Meyer” folgerten aus Fiitterungsversuchen beim Hund, 
da8 Glycin-anhydrid unverandert im Harn ausgeschieden wird. Wahrend Abder- 
halden und Buadze®! zu der Annahme kamen, da8 Glycyl-alanin-anhydrid 
im Organismus des Hundes aufgespalten wird, fiihrten spitere U ntersuchungen”? 
aus dem gleichen Laboratorium zu negativen Resultaten. Hingegen _berichtete 
Schlitz?’ im Jahre 1944 iiber Versuche, bei denen die Anhydride von Prolin bzw. 
Oxyprolin per os oder subcutan an Kaninchen verabreicht wurden. Aus den 
Bestimmungen des Imino-Stickstoffs nach Linderstrem-Lang ergab sich z. B. bei 
der Verfiitterung von Prolin-anhydrid eine Spaltung von 42—60%. Auch diese 
Befunde blieben jedoch nicht unwidersprochen. E. Abderhalden *und A. Par- 
schin* verwendeten bei analogen Versuchen neben den gleichen Anhydriden jene 
von Glycin, Leucyl-glycin, Glycyl-tyrosin sowie von Histidin. Unabhangig von 
der Applikationsweise fiihrte die angewandte Methode (Hydrolyse mit Natron- 


7 J. Mazui u. T. Ishimaya, J. Biochemistry [Tokyo] 17, 163, 285 [1933]. 

8’ K. Shibata, Acta phytochim. [Tokyo] 8, 173 [1934]. 

® Y. Tazawa, Acta phytochim. [Tokyo] 8, 331 [1935]; K. Shibata u. 
Y. Tazawa, Proc. Imp. Acad. [Tokyo] 12, 340 [1936]. 

10M. Bergmann, L. Zervas u. J.S. Fruton, J. biol. Chemistry 111, 225 
[1935]. 

1 EK. Waldschmidt-Leitz u. M. Gartner, diese Z. 244, 221 [1936]. 

2 J.P. Greenstein, J. biol. Chemistry 112, 517 [1936]. 

13S. Akabori u. Mitarbb., Proc. Imp. Acad. [Tokyo] 12, 242 [1936]; 18 
213 [1937]. 

1M. Damodaran u. E. K. Narayanan, Biochem. J. 32, 2105 [1938]. 

15 KE. Abderhalden u. Mitarbb., Fermentforschung 15, 324 [1937]. 

16 G.O. Schliitz, diese Z. 280, 16 [1944]. 

@ A.N. Parshin u. E. J. Nikolaeva, Biokhimiya 12, 179 [1947]. 

18 K. Abderhalden, diese Z. 55, 384 [1908]. 

19 KE. Abderhalden u. L. Wacker, diese Z. 57, 325 [1908]. 

20 Pp. A. Levene u. G.M. Meyer, Amer. J. Physiol. 25, 214 [1909]. 

21 E, Abderhalden u. S. Buadze, diese Z. 162, 304 [1926]. 

22 E. Abderhalden u. K. Goto, Fermentforschung 7, 169 [1923]; E. Ab- 
derhalden u. F. Leinert, ebenda 15, 324 [1937]; E. Abderhalden u. Alert 5 
ebenda 16, 182 [1940]. 

*3 G. O. Schliitz, diese Z. 280, 16 [1944]. 

24 KE. Abderhalden u. A. Parschin, Z. Vitamin-, Hormon- u. Ferment- 
forsch. [Wien] 1, 21 [1947]. 
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lauge und Titration der Amino- und der Carboxylgruppen) zu dem Ergebnis, daB 
die Dioxo-piperazine im tierischen Organismus nicht abgebaut werden. Auch 
Parshin und Nikolaeva” stellten fest, daf die Anhydride von Glycin, Alanin, 
Prolin, Tyrosin und Leucyl-glycin unverindert im Harn ausgeschieden werden. 
Das Auftreten von Spaltprodukten ist nach Abderhalden und Parschin*™ auf 
pu-Einfliisse, insbesondere die alkalische Reaktion des Harns, zuriickzufiihren. 
Diese nun schon langer zuriickliegenden Arbeiten sind kiirzlich durch einen wich- 
tigen Beitrag erginzt worden. Nach einer Mitteilung von Arvid und Wretlind*6 
ist namlich Phenyl-alanin-Mangel bei der Diait wachsender Ratten nicht durch 
Phenyl-alanin-anhydrid zu beheben. 

Da die gewohnliche peptidartige Verkniipfung der Aminosauren die 
meisten Eigenschaften der Proteine zu erkliren vermag, wahrend auch 
fiir eine untergeordnete Rolle von Dioxo-piperazin-Bausteinen kein 
Anhaltspunkt gefunden wurde, hat man ihr Auftreten in EiweiB in der 
neueren Literatur kaum mehr in Erwagung gezogen. Bei kritischer 
Betrachtung ist jedoch die Art der Beweisfiihrung mittels der in vitro 
oder in vivo ausgefiihrten Versuche zur enzymatischen Spaltung nur von 
beschrinktem Wert. Nach wie vor bleibt die Méglichkeit offen, daB die 
cyclischen Bausteine in ,,unverdaulichen’’ Proteinen vorkommen, eine 
Einschrankung, auf die Waldschmidt-Leitz® in seiner im Jahre 1925 
erschienenen Arbeit ausdriicklich hinwies. Eine Entscheidung ist somit 
nur von der Rontgen-Analyse zu erwarten, die sich aber bei ihren Aus- 
sagen naturgemaB auf den kristallisierten oder kristallisierbaren Anteil 
des betreffenden Materials beschrinken mu. Bei groBen Molekiilen 
diirfte es auch mit dieser Methode sehr schwierig sein, einen prozentual 
geringen Anteil von Dioxo-piperazin-Bausteinen mit Sicherheit aus- 
zuschlieBen. 

Bei der ganzen Diskussion handelte es sich bisher um die Frage, ob 
Dioxo-piperazine im Eiweifverband vorkommen. Eine andere Moglich- 
keit wurde daneben kaum beachtet: Dioxo-piperazine kénnten_all- 
gemein oder vielleicht auch nur bei bestimmten Arten oder bestimmten 
Organen eine selbstandige biochemische Funktion besitzen, z. B. als 
..Stapelformen der betreffenden Aminosiuren dienen. Da fiir die 
eyclischen Anhydride im Gegensatz zu den Aminosiuren keine empfind- 
liche bzw. gentigend spezifische Farbreaktion zur Verfiigung steht?’, ist 
ihre Auffindung sehr erschwert. Bei der praiparativen Fraktionierung 
von biologischem Material, das fiir andere Ziele in groBen Mengen 
gewonnen wurde, hat man als Nebenprodukt verschiedentlich Dioxo- 
piperazine aufgefunden. So ist L-Leucyl-L-prolin-anhydrid von Winter- 
steiner und Pfiffner?® aus Extrakten von Rindernebennieren, von 


29 


Kuizenga und Mitarbeitern?®? aus Schweinenebennieren, von Eble 

2° ALN. Parshin u. E. I. Nikolaeva, Biokhimiva 12, 179 [1947]. 

°6 K. Arvid u. J. Wretlind, Acta physiol. scand. 30, 97 [1954]. 

*7 Vol. zur Farbreaktion mit Pikrinsiure: E. Abderhalden u. E. Komm, 
diese Z. 13, 181 [1924], sowie die folgenden Mitteilungen von E. Abderhalden 
u. Mitarbb., diese Z. 140, 99 [1924]; 164, 159 [1926]; 265, 23 [1940]. 

*8 OQ. Wintersteiner u. J.J. Pfiffner, J. biol. Chemistry 111, 599 [1935]. 

29M. H. Kuizenga, J.W. Nelson, S.C. Lyster u. D. Ingle, J. biol. 
Chemistry 160, 15 [1945]. 
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und Mitarbeitern® aus Kulturfiltraten eines Streptomycin produzieren- 
den Stammes von Streptomyces griseus und eines Stammes von Asper- 
gillus fumigatus sowie kiirzlich von Butenandt, Karlson und 
Zillig®! aus den Puppen des Seidenspinners (Bombyx mori L.) isoliert 
worden. Aus den angereicherten Extrakten von 200 kg Puppen haben 
die zuletzt genannten Autoren ferner die Anhydride von L-Valyl- 
L-prolin, L-Alanyl-L-prolin und L-Leucyl-L-alanin erhalten, deren Struk- 
tur durch papierchromatographische Analyse der Spvaltprodukte sowie 
durch die Synthese dieser Dioxo-piperazine bewiesen wurde. 

Im Gegensatz zur Isolierung von Dioxo-piperazinen aus Protein- 
Hydrolysaten kann in den oben genannten Fiillen eine sekundire Bildung 
der Anhydride als ausgeschlossen oder wenig wahrscheinlich gelten. 
Hiermit ist die Frage nach ihrer biochemischen Bedeutung neuerdings 
aktuell geworden. Wir haben uns daher die Aufgabe gestellt, mit Hilfe 
der Isotopentechnik zu priifen, ob oder inwiefern Dioxo-piperazine an 
der Dynamik des Stoffwechsels teilnehmen. 


Darstellung von radioaktivem Glyein-anhydrid und MeBmethodik 


Fiir die in dieser Mitteilung beschriebenen ersten Versuche wahlten 
wir Glycin-anhydrid, da bei den substituierten Dioxo-piperazinen durch 
das Auftreten von stereoisomeren Formen mit Komplikationen zu rech- 
nen ist. Die Synthese des radioaktiven Glycin-anhydrids aus Ba'4CO, 
(U.S. Atomic Energy Commission, Oak Ridge) nahm folgenden Verlauf: 


Batco, 2. uco, **. ucH,OH 
4CH,OH = - MCHLHSO, RON _, uCH,-CN 
MCH.-CN sa NCH, OK es H,-CO,H 
MCH,-CO,H —° — BrCH,-co,H "°°. HLN-4CH,-CO,H 
H,N-4CH,-CO,H SPOT EC, HLH N-4CH,-CO,C:H, 

14" ‘ 
HCFH,N-4CH,-CO,CH; —,. N12, — NC ie ON NH 

; CO—MCH,/ 


Bis Glycin-[2-"C] war der Weg durch englische und amerikanische 
Arbeiten®? vorgezeichnet. Fiir die Darstellung der Bromessigsiure hat 
sich eine altere Vorschrift®? bewahrt, die trotz ihrer Einfachheit und der 
fast quantitativen Ausbeute bisher anscheinend nicht zur Darstellung 


30 J. L. Johnson, W. G. Jackson u. Th. E. Eble, J. Amer. chem. Soc. 73, 
2947 [1951]. 

31 A, Butenandt, P. Karlson u. W. Zillig, diese Z. 288, 279 [1951]. 

8 J.D. Cox, H.S. Turner u. R.J. Warne, J. chem. Soc. [London] 1950, 
3167; J.D. Cox u. R. J. Warne, Nature [London] 165, 563 [1950]; A. E. Fin- 
holt u. E. C. Jacobson, J. Amer. chem. Soc. 74, 3943 [1952]; D. N. Hess, ebenda 
78, 4038 [1951]. 

33 B. D. Shaw, J. chem. Soc. [London] 128, 2233 [1923]. 
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der markierten Verbindung verwendet wurde. Fiir die entsprechenden 
experimentellen Angaben verweisen wir auf die kiirzlich mitgeteilte 
Synthese der L-Asparaginsiure-[3-'4C], die bis zur Brom-essigsaure- 
|2-4C] denselben Verlauf nahm*. Die fiir die folgenden Umsetzungen 
verwendete Brom-essigsaéure-[2-!4C] entsprach 42 mg (etwa 1 mC) des 
unverdtinnten Bariumcarbonats. . 


Glycin-[2-4C]: Zu einer Lésung von 9,2 g Ammoniumearbonat in 
28,7 cem konz. Ammoniak und 11,5 ccm dest. Wasser, die sich in einem mit Riick- 
fluB8kiihler und Tropftrichter versehenen Rundkolben befand, wurde allmahlich 
eine Lésung von 4,21 g Bromessigsaure-[2-“C] in 8,4 cem Wasser gegeben. 
Nach 6-stdg. Erwarmen auf 60° wurde der RiickfluBkiihler durch ein absteigendes 
Luftkiihlrohr ersetzt und das Reaktionsgemisch auf 112° erhitzt, wobei das ent- 
standene Ammoniumbromid sublimierte. Zur Fallung des Glycins wurde die 
im Kolben verbliebene Lésung mit 45 ccm Methanol versetzt. 

Glycin-[2-“C]-athylester-hydrochlorid: Das erhaltene Glycin wurde 
mit gewohnlichem Glycin auf 10,8 g verdiinnt, in 82 ccm absol. Alkohol suspen- 
diert, trockener Chlorwasserstoff eingeleitet, bis die Kristalle in Lésung gingen 
und dann zur ee des Hydrochlorids im Kihlschrank aufbewahrt. 
Gesamtausb. 17, 2 g. 

Glycin-[2-“C]-anhydrid (2.5-Dioxo-piperazin-[3.6-“C]): Fir den 
RingschluB, der bisher nicht fiir die markierte Verbindung ausgearbeitet war, 
wahlten wir die Methode von Viscontini*®, die sich gegeniiber alteren Vor- 
schriften** durch die einfache Ausfiihrung und die verhaltnismaBig geringe Bildung 
von Nebenprodukten auszeichnet. 

Das Hydrochlorid des Glycin-athylesters wurde in wasserfreiem 
Chloroform suspendiert und unter Riihren (iiber KOH getrocknetes) Ammoniak 
eingeleitet. Nach Abfiltrieren des ausgeschiedenen Ammoniumchlorids wurde die 
Chloroform-Lésung im Vak. eingedampft; Ausbeute an freiem Glycin-athylester: 
12,5 g. Nach Zugabe von 7,4 cem Eiswasser blieb die Mischung 3 Tage bei Zimmer- 
temp. stehen. Hierauf wurde das erhaltene Kristallisat abfiltriert und im Vak. 
iiber konz. Schwefelsdure getrocknet. Ausb. 4,3 g (61% d.Th.). Keine Reaktion 
mit Ninhydrin und Bromphenolblau. 

C,H,O,N, Ber. C 42,10 H5,26 Gef. C 42,50 H 5,29 

Von dem erhaltenen radioaktiven Praparat wurden 1,5 g zusammen mit der 
gleichen Menge gewohnlichen Glycin-anhydrids aus Wasser umkristallisiert. Nega- 
tive Reaktion mit Ninhydrin und Bromphenoiblau. Die direkte Messung des 
Kristallisats ergab eine Radioaktivitat von etwa 3600 cpm (bei 13 mg/qem). Ein 
analog gewonnenes Praparat fiir Vers. II zeigte 4000 cpm (bei 11 mg/qem). Nach 
Verbrennung und Umsetzung zu BaCO, (vgl. die untenstehende Beschreibung der 
Versuchsbedingungen) : 

Vers. I: 25,5 mg Subst.: 139,3 mg BaCO,; 42,7 mg/qem: 2440 cpm. 

Vers. II: 25,5 mg Subst.: 140,0 mg BaCO,; 42,7 mg/qem: 2640 cpm. 

Ausfiithrung der “C-Bestimmungen: Die mit “C markierten Verbin- 


dungen wurden nach van Slyke und Folch*’ auf nassem Wege verbrannt. Das 
erhaltene Kohlendioxyd wurde in carbonatfreier »-NaOH aufgefangen und durch 








3 F. Kégl, P. Emmelot u. D. H. W. den Boer, Liebigs Ann. Chem. 589, 1 
[1954]. 

35 M. Viscontini, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 221, 445 [1945]. 

36 A. Blanchetiére, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 185, 1321 [1027]; 
C. Sannié, Bull. Soc. chim. France 9, 487 [1942]; E. Fischer, Ber. dtsch. chem. 
Ges. 34, 2873; E. Fischer u. E. Fourneau, ebenda 34, 2870 [1901]. 

37 D. D. van Slyke u. J. Folch, J. biol. Chemistry 186, 509 [1940]; 191, 
299 [1951]. 
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Zufiigen von Bariumchlorid das radioaktive Bariumcarbonat gefallt. Zur Mes- 
sung wurde letzteres in Aluminiumschalchen von 3,1 qem gebracht. Die Barium- 
carbonat-Menge war stets so groB (> 20 mg/qem), daB die Strahlung der unter- 
sten Schicht absorbiert wurde (,,gesattigtes Praparat‘‘). Die Messung der Aus- 
schlage pro Minute (,,cpm**) erfolgte mittels einer diinnwandigen Geiger-Miiller- 
Zahlrohre (,,End window", Tracer Lab. TG 2). Der Nulleffekt betraigt bei unseren 
Versuchsbedingungen in der Regel etwa 30 cpm. Wenn nicht anders erwahnt, ist 
der betreffende Wert bei den in der Arbeit genannten Radioaktivitaéten in Abzug 
gebracht. 

Die Registrierung der Ausschlage erfolgte in der Regel wahrend 60 Minuten. 
Die Ausfiihrung der Messungen von biologischem Material ist im nachsten Ab- 
schnitt beschrieben. Die in dieser und der folgenden Mitteilung fiir cpm gegebenen 
Mittelwerte dienen natiirlich nur zur Orientierung, ihre Genauigkeit ist sehr relativ. 


Biochemische Versuche 
1. Ausfiihrung der Fitterungsversuche 


Fiir die Versuche I und II dienten jeweils zwei mannliche Ratten 
von 100 g; nach Beendigung der 16-tagigen Fiitterungsperiode war das 
Korpergewicht auf 112—118 g gestiegen. Die Tiere wurden in Einzel- 
kafigen gehalten und die taglich ausgeschiedenen Harn- und Faeces- 
mengen von jeder Ratte gesondert gesammelt. 

Vor Beginn der Versuche wurden die Riickenhaare der Tiere ab- 
rasiert, so daB nach 16 Tagen fiir die Bestimmung der Radioaktivitat 
auch neue, wihrend der Versuchszeit gewachsene Haare zur Verfiigung 
standen. 

Bei Vers. I wurde den Ratten das radioaktive Dioxo-piperazin mit 
Hilfe einer Sonde in der Form von Pillen verabreicht. Diese enthielten 
neben 50 mg des Dioxo-piperazins 20 mg Radix liquiritiae und 10 mg 
Succus liquiritiae; zur Homogenisierung diente Glycerin-Wasser (1 : 1). 
Die Tiere erhielten vormittags und nachmittags je eine Pille, so daB die 
Tagesdosis 100 mg des radioaktiven Praparats betrug. 

Bei Vers. II wurde an Stelle der Pillen eine Suspension des Dioxo- 
piperazins in Arachis6l verwendet. Von dieser Suspension (3 g in 30 ccm) 
wurde mit Hilfe einer Sonde tiaglich 2mal 0,5 cem gegeben. 

Die verabreichte Diat hatte folgende Zusammensetzung: 


680 g Reismehl Hierzu pro 100g: 

150 g Casein 1 mg Vitamin B, 100 y Folinsaure 

80 ccm Lebertran 1 mg Vitamin B, 1 mg p-Aminobenzoesaure 
40 g Salzgemisch 1 mg Vitamin B, 5 mg Calciumpantothenat 
300 com Wasser 10 mg Meso-inosit 500 mg Cholin 
Trinkwasser ad libitum 10 -y Biotin 1 mg Nicotinamid 


2. Atmungskohlensaure 


Zu Beginn und an einigen Stichtagen wurde die Atmungskohlensaure 
auf Radioaktivitét gepriift. Hierzu haben wir die Ratten fiir einige 
Stunden in eine Glasapparatur gebracht, bei der entsprechend ein- 
gerichtete Exsiccatoren als Kafige dienten. Der durch ein Flowmeter 
kontrollierte Luftstrom wurde durch Waschflaschen geleitet, die mit 











12 
n-NaOH bzw. gesiattigter Ba(OH),-Loésung und NaCl-Losung gefiillt 
waren. Zur Bindung der Atmungskohlensiure wurde der die Kafige 
verlassende Luftstrom durch ein System von Waschflaschen geleitet, 
die 300 cem n-NaOH enthielten. In Abstiinden von 30—120 Min. haben 
wir diese Lésung erneuert und jeweils mit Ammonium-Bariumchlorid 
vefallt3®, 

Die Radioaktivitat von 28 zu verschiedenen Zeitpunkten 
erhaltenen BaCO,-Proben (aus Vers.I u. Il) war gegeniiber 
dem Nulleffekt nicht erhéht, das verabreichte Glycin- 
anhydridhatalsonicht zur Atmungskohlensaure beigetragen. 


F. Kégl und A. M. Municio, Bd. 300 (1955) 





3. Radioaktivitat der Harnproben 
Von den Harnproben wurden je 0,5 cem in Aluminiumschilchen 
verdampft und unter der Infrarot-Lampe getrocknet. 


Vers. 1: Durchschnittliche tagliche Harnausscheidung pro Ratte: 46 ccm. 


Mittelwert der Radioaktivitét pro 0,5 cem: 617 cpm. 
Vers. II: Durchschnittliche tagliche Harnausscheidung pro Ratte: 59 ccm. 
Mittelwert der Radioaktivitét pro 0,5 ccm: 866 cpm. 


Am |. Tag nach Beendigung der 16-tagigen Versuchsperiode sank die 
Radioaktivitaét pro 0,5 cem Harn auf 35 cpm bei Vers. I und auf 53 epm 
bei Vers. IT. 

4. Radioaktivitat der Faecesproben 


Vers. 1: Durchschnittliche tagliche Faecesausscheidung pro Ratte: 437 mg. 


Mittelwert der Radioaktivitaét pro 100 mg: 228 cpm. 
Vers. II: Durchschnittliche tagliche Faecesausscheidung pro Ratte: 1353 mg. 
Mittelwert der Radioaktivitat pro 200 mg: 133 cpm. 


Am |. Tag nach Beendigung der 16-tigigen Versuchsperiode sank 
die Radioaktivitaét entsprechender Faecesproben auf 33 bzw. 34 cpm. 


5. Isolierung des radioaktiven Glycinanhydrids aus Harn 


Die wahrend der beiden Versuche gesammelten Harnmengen wurden bei 0° 
unter Toluol aufbewahrt, dem einige Tropfen Chloroform zugesetzt waren. Zur 
Isolierung des radioaktiven Glycinanhydrids extrahierten wir 60 Stdn. mit Butanol. 
Der Butanol-Auszug wurde im Vak. eingedampft, der Riickstand mit viel Wasser 
aufgenommen und die Lésung zur Entfernung von Harnfarbstoffen mit wenig 
Butanol ausgeschiittelt. Zur weiteren Reinigung filtrierten wir nacheinander iiber 
Saulen von Amberlit IR 120 (H+) sowie von Amberlit IR 4B (Acetat-Form). Das 
Filtrat wurde dann im Vak. eingedampft und der Riickstand zweimal aus hei&em 


Wasser umkristallisiert. ; 
C,H,O.N, Ber. C 42,10 H 5,26 Gef. C 42,40 H 5,28 

Vers. I: Radioaktivitét des verabreichten Glycin-anhydrids: 3614 cpm. 

Radioaktivitat des zuriickgewonnenen Glycin-anhydrids: 3358 epm. 

Vers. II: Radioaktivitat des verabreichten Glycin-anhydrids: 4039 cpm. 


Radioaktivitat des zuriickgewonnenen Glycin-anhydrids: 3990 cpm. 


38 Vol. hierzu H. E. Skiper, C. E. Bryan, L. White u. O.S. Hutchison, 
J. biol. Chemistry 178, 371 [1948]. 
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6. Bestimmung der Radioaktivitaét der Haare 
und der Organe 

Aus der hohen Radioaktivitaét der Ausscheidungsprodukte — 
besonders des Harns — war von Anfang an zu ersehen, dal} héchstens 
geringfiigige Mengen des verabreichten radioaktiven Glycin-anhydrids 
bzw. seiner Abbauprodukte an der Dynamik der biologischen Um- 
setzungen teilgenommen hatten. Durch die hochempfindliche Methode 
war es jedoch auch unter diesen Umstanden nicht aussichtslos, nach 
ihrem Verbleib zu forschen. Aus den bereits genannten Griinden 
hielten wir es von vornherein fiir besonders wichtig, die unverdau- 
lichen Proteine von Haaren, Krallen und Haut auf Radioaktivitét zu 
priifen. Fiir diesen Zweck waren die waihrend der Fiitterungsperiode neu 
gewachsenen Riickenhaare ein besonders geeignetes Material. Diese 
Haare wurden sorgfaltig mit der Schere abgeschnitten; die Abtrennung 
der iibrigen Haare erfolgte nach der Sektion durch Rasieren der isolierten 
Haut. Da sich die Haare als radioaktiv erwiesen, muBte die Méglichkeit 
einer 4uBeren Verunreinigung durch die Diat oder die Ausscheidungs- 
produkte nach Méglichkeit ausgeschlossen werden. Wir haben deshalb 
die betreffenden Haarsorten in einer Extraktionsapparatur nacheinander 
mit Wasser, Alkohol, Ather und wieder mit Wasser ausgezogen. Bei 
dieser Behandlung nahm die Radioaktivitaét nicht ab, wie aus Tab. | 
hervorgeht. 


Tab. 1. Radioaktivitaét der neugewachsenen Haare (Dauer der Messung: 60 Min.). 








Nulleffekt | Neugew. Haare 4 Vorbehandlung der Haare 

cpm cpm epm : 

30,1 40,2 10,1 2 Stdn. mit kaltem Wasser gewaschen 

29,5 41,3 11,8 4 Stdn. mit Ather, Alkohol und Wasser 
heiB extrahiert 

31,2 42,0 11,0 nochmals 2 Stdn. mit Wasser (Riick- 
fluB) ausgezogen 

31,0 41,5 10,5 nochmals 2 Stdn. mit Wasser (Riick- 
fluB) ausgezogen 











Die vorstehenden Angaben beziehen sich auf Messungen bei Vers. LI. 
Bei Vers. I lag die Radioaktivitét der betr. Haare nur 6,4 cpm iiber 
dem Nulleffekt. Auch die ,,Ausbeute’’ an Haaren war bei Vers. II 
giinstiger; neben 307 mg mit der oben genannten Radioaktivitiat 
wurden hier noch 733 mg ,,alte“’ Haare von 9,2 cpm gewonnen. 

Zur Bestimmung der Radioaktivitaét von Organen usw. wurde das 
betr. Material in Alkohol bewahrt, im Vak. tiber Diphosphorpentoxyd 
in der Pistole getrocknet, homogenisiert, unter einer Infrarot-Lampe 
nochmals getrocknet und eine Menge von 100 mg in Aluminiumschalchen 
zur Messung gebracht. 
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Tab. 2. Radioaktivitat von Blut, Organen und Geweben 
(Mittelwerte des Nulleffekts bei beiden Versuchsserien 30,3 cpm). 








M : Versuchsserie | Versuchsserie II 
Material 

epm cpm 
[oO ae ae eee ae 14 8 
ROM C65 Sn Be os 14 8 
le ae ee 8 6 
ee eee eee ll 6 
LES eae ee ome me 9 7 
PEEING Sa” Ss 8 
LT eae sae by 
Krallen* . 3 5 
Blut . 3 








* Bedeckten nicht die volie Fliche der Schii'chen. 


7. Isolierung des Glycins aus den Hydrolysaten der Haare 


Um zu priifen, ob die Radioaktivitat der Haare in der Tat iiber- 
wiegend im Glycin-Baustein lokalisiert ist, wurden die Haare bei beiden 
Versuchen hydrolysiert und Glycin aus dem Gemisch der Aminoséuren 
isoliert. 


Bei Vers. I standen 401 mg neugewachsene und 77 mg ,,alte’* Haare, bei 
Vers. II 307 mg ,,neue“ und 733 mg ,,alte‘’ Haare zur Verfiigung. Die Haare der 
beiden Versuchsserien wurden getrennt hydrolysiert. Hierzu lieBen wir das Material 
iiber Nacht mit je 5 cem 20-proz. Salzsiure stehen und erhitzten dann 9 Stdn. im 
Olbad (127—128°). Nach dem Abdestillieren der Salzsiiure wurde der Riickstand 
mit Tierkohle behandelt. 


Vers. I: Gesamt-N 6,72 mg/eem; NH,-N 5,62 mg/ccm; Hydrolysegrad 83%. 
Vers. II: Gesamt-N 6,75 mg/cem; NH,-N 5,60 mg/ccm; Hydrolysegrad 82%. 


Zur Fraktionierung wurden die Hydrolysate auf Siulen von Dowex 50 
(H*-Form) gebracht (120cm, @ 1,5cm) und dann mit 1,5-n. HCl eluiert. Die 
automatisch getrennten Fraktionen (8,5 cem/30 Min.) wurden papierchromato- 
graphisch identifiziert, die glycinhaltigen Fraktionen vereinigt und zur Entfernung 
iiberschiissiger Salzsiure in der iiblichen Weise im Vak. mehrmals abgedampft. 
SchlieBlich haben wir den Riickstand in dest. Wasser gelést, die Lésung tiber eine 
kleine Saule von Amberlit IR 4B (Acetat-Form) filtriert und mit Wasser nach- 
gewaschen. Die auf diese Weise erhaltene Lésung des freien Glycins wurde stark 
eingeengt und mit einem UberschuB8 von Methanol (Versuch I) bzw. Athanol 
(Versuch II) gefallt. Die Ausbeute betrug im 1. Fall 12 mg, im zweiten 40 mg 
Glycin; papierchromatographisch war in den Kristallisaten keine andere Amino- 
siiure nachweisbar. Zur Analyse wurde das aus Vers. II erhaltene Glycin nochmals 
umgefallt. 

C,H;0,N Ber. C 32,00 H 6,71 Gef. C 32,18 H 6,41 


Wahrend die Radioaktivitét des aus Vers. I erhaltenen Praparats 
von Glycin im Mittelwert nur wenig iiber dem Nulleffekt lag, ergab das 
Glycin-Kristallisat aus Vers. II ein eindeutig positives Resultat: 





Nulleffekt | mg/qem | Glycin 





30,0 | 10,7 | s4 epm bzw. 54 cpm Uberschu8 
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Da die verwendeten Haare naherungsweise nur eine Radioaktivitat 
von 10 epm aufwiesen und das Gemisch der iibrigen Aminosauren keine 
nachweisbare Radioaktivitaét besaB, muB der beobachtete Effekt in der 
Tat durch eine Lokalisierung des Isotops im Glycin-Baustein erklart 
werden. 

Fiir die Gewahrung eines Stipendiums ist der eine von uns dem Consejo 
Superior de Investigaciones Cientificas, Madrid, zu groBem Dank ver- 
pflichtet. 

Wir danken ferner den Herren Dr. D. H.W. den Boer und W. Th. J. M. 
Hekkens, die uns bei der Ausfiihrung der Synthese des radioaktiven Glycin- 
anhydrids bzw. bei den Tierversuchen durch Ratschlage und praktische Hilfe 
tatkraftig unterstiitzt haben. 


Diskussion und Zusammenfassung 


1. Die umfangreiche Literatur tiber Dioxo-piperazine beschaftigte 
sich fast ausschlieBlich mit der Frage, ob diese in Protein-Hydrolysaten 
nicht selten angetroffenen cyclischen Derivate der ~-Aminoséuren prae- 
formierte Bausteine oder sekundar gebildete Produkte darstellen. In 
Ermanglung eines anderen Weges wurden in den vergangenen Jahr- 
zehnten vielfach ,,Modellversuche‘ mit einfachen Dioxo-piperazinen 
ausgefiihrt, bei denen die Verdaulichkeit als Kriterium diente. Nach 
mancherlei Widerspriichen dominierte schlieBlich die Erkenntnis, dab 
die cyclischen Anhydride im Tierkérper nicht abgebaut werden. Die 
Bildung der bei Fiitterungsversuchen angetroffenen Spaltprodukte wurde 
durch pu-Einfliisse — insbesondere durch die alkalische Reaktion des 
Harns — erklart. NaturgemaB besagen die genannten Versuche nichts 
iiber unverdauliche Proteine. Bei diesen wird das ausschlieBliche 
Vorkommen von gewohnlichen Peptidketten aus Analogiegriinden an- 
genommen. Verschiedentlich hat man Dioxo-piperazine — wenn auch 
in geringer Konzentration — in biologischem Material angetroffen, bei 
dem eine sekundire Bildung kaum in Betracht kam. Die Moglichkeit, 
daB diese cyclischen Anhydride allgemein oder vielleicht auch nur bei 
bestimmten Arten oder bestimmten Organen eine selbstandige bio- 
chemische Funktion besitzen — z. B. als Stapelformen der betreffenden 
Aminosauren dienen — scheint bisher nicht diskutiert zu sein. 


2. Zur Klarung der Frage, ob bzw. inwiefern den Dioxo-piperazinen 
eine biochemische Bedeutung zukommt, wurden Fiitterungsversuche 
mit markierten Verbindungen ausgefiihrt. Fiir die vorliegende Arbeit 
diente 2.5-Dioxo-piperazin-[3.6-"4C], das durch RingschluB aus Glycin- 
[2-'4C] gewonnen wurde. In zwei Versuchen mit je zwei Ratten haben 
wir (neben einer normalen Diat) waihrend 16 Tagen taglich zweimal mit 
Hilfe einer Sonde per os je 50 mg des radioaktiven Praparats gegeben. 
Die aus der Atmungskohlenséure erhaltenen Bariumcarbonat-Praparate 
zeigten gegeniiber dem Nulleffekt keine Erhohung der Radioaktivitat. 
Ein geringer Teil des verabreichten Glycinanhydrids wurde in den Faeces 
ausgeschieden, die Hauptmenge dagegen im Harn. Aus diesem wurde 
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es mit Hilfe von Ionenaustauschern zuriickisoliert. Die Radioaktiviti: 
des zuriickgewonnenen Glycin-anhydrids betrug bei Versuch I etwi 
93°,,. bei Versuch II etwa 99% des verabreichten Praparats. In An- 
betracht der Fehlergrenzen der Bestimmungsmethode ist hieraus nicht 
auf einen ,,Verdiinnungseffekt** durch kérpereigenes Glycin-anhydrid 
zu schlieBen. 

Die relativ sehr geringe, im Organismus der Ratten verbliebene 
Radioaktivitét war ziemlich gleichmaBig auf die verschiedenen Organe 
und Gewebe verteilt. Bemerkenswert ist jedoch, daB Haut und Haare 
z. B. gegeniiber der Radioaktivitaét der Leber nicht zuriickstanden. Vor 
Beginn der Versuche wurde der Riicken der Tiere kahl geschoren. Die 
wihrend der Versuchsperiode neu gewachsenen Haare zeigten auch nach 
intensiver Reinigung eine Radioaktivitat, die den Nulleffekt um mehr 
als 10 epm iibertraf. Die Radioaktivitit des aus diesen Haaren nach der 
Hydrolyse mit Salzsiure isolierten Glycins betrug (nach Abzug des 
Nulleffektes) 54 epm. 


Summary 


In order to determine whether glycine anhydride (2.5-diketopiper- 
azine) is a biologically indifferent compound (in accordance with the 
general opinion), radioactive glycine anhydride was fed to rats. The 
carbon dioxide exhaled showed no increase of radioactivity in relation 
to the background. The main portion of the compound administered was 
excreted in the urine together with a smaller portion in the faeces. A 
relatively slight radioactivity remained in the organism of the rats, being 
fairly uniformly distributed over the organs and tissues. It was note- 
worthy that the radioactivity of the skin and hair was not lower than 
that of the liver. The carefully purified hair (net radioactivity about 
10 cpm) was hydrolysed with hydrochloric acid. The glycine isolated 
from the hydrolysate gave a value of about 50 cpm while the mixture 
of the remaining amino acids showed no detectable radioactivity. 








Rd. 
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Zur Biochemie der Dioxo-piperazine II 
Verfiitterung der radioaktiven Serin-anhydride 
Untersuchungen in Beziehung zu Eiweifb-Problemen, VI! 
Von 
F. Kégl und A. M. Municio 
Aus dem Organisch-Chemischen Laboratoritim der Rijksuniversiteit Utrecht 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Dezember 1954) 


I. Uber die Wahl der Serin-anhydride 


In der vorangehenden Mitteilung! haben wir die Griinde dargelegt, 
die uns veranlaBten, Fiitterungsversuche mit radioaktiven Dioxo- 
piperazinen auszufiihren. Der bei Ratten nach Fiitterung von markiertem 
Glycin-anhydrid = (2.5-Dioxo-piperazin-[3.6-"C]) beobachtete Einbau 
von #C in den Glycin-Baustein war — verglichen mit der weitaus 
dominierenden Ausscheidung — sehr geringfiigig, lie es aber doch 
notwendig erscheinen, die Verhiltnisse auch bei anderen Dioxo-pipe- 
razinen zu untersuchen. Fiir die Wahl eines geeigneten Aminosiure- 
anhydrids waren verschiedenartige Faktoren zu _beriicksichtigen. In 
erster Linie muBte sich die betreffende Verbindung mit guten Ausbeuten 
,,in markierter Form‘ gewinnen lassen. Weiterhin war die gute Trennbar- 
keit der beiden Stereoisomeren von Wichtigkeit. Homologe Dioxo- 
piperazine kénnen bekanntlich als cis- oder als trans-Form auftreten, 
und zwar entspricht nach den Untersuchungen von E. Fischer und 
Mitarbeitern? die cis-Form cyclischen Anhydriden von beispielsweise 
L-Alanyl-L-alanin bzw. D-Alanyl-D-alanin, wahrend die unspaltbare 
trans-Form im gleichen Beispiel von L-Alanyl-D-alanin oder D-Alany]- 
L-alanin abgeleitet ist. Eine weitere Voraussetzung ergab sich aus der 
in der vorigen Mitteilung begriindeten Absicht, bei unsérer Untersuchung 
besonders auch das Verhalten unverdaulicher Proteine zu priifen. Da 
hierfiir die Haare am besten geeignet sind, war fiir die Wahl des Dixo- 
piperazins auch der Gehalt dieses Materials an dem betreffenden Amino- 
siure-Baustein maBgebend. Es lag in diesem Zusammenhang auf der 


1 Uber den Inhalt dieser und der vorangehenden Mitteilung wurde am 
3. Juni 1954 in einem Vortrag auf dem VII. Congresso Nazionale di Chimica in 
Genua berichtet. Mitteil. V dieser Reihe: Diese Z., voranstehend. Mitteil. IV: 
F. Kégl, P. Emmelot u. D. H. W. den Boer, Liebigs Ann, Chem. 589, 15 
[1954]. 

2 E. Fischer u. Mitarbb., Ber. dtsch. chem. Ges. 39, 454, 574, 3981 [1906]; 
Liebigs Ann. Chem. 854, 40 [1907]. 

2 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 300 2 

















18 





F. Kégl und A. M. Municio, Bd. 300 (1955) 


Hand, an Versuche mit den von markiertem Cystein bzw. Cystin ab- 








geleiteten “C- oder *S-Dioxo-piperazinen® zu denken. Dieser Plan lief} | 


jedoch so viele Schwierigkeiten erwarten, dafs wir einer anderen Moglich 
keit den Vorzug gaben. Wir wiahlten fiir unsere Versuche Serin- 
anhydrid, das die oben genannten Voraussetzungen in idealer Weis 
erfiillte. Die Synthese von DL-Serin-'C ist in der Literatur vorgezeichnet. 
Der RingschluB und die Trennung von cis- und ftrans-Form ist nach 
E. Fischer und Mitarbeitern* in diesem Fall besonders glatt zu _er- 
reichen. 

Da der Serin-Gehalt der Haare® relativ hoch ist (rund 10%), sind dic 
Verhaltnisse auch in dieser Hinsicht giinstig. Dariiber hinaus bot jedoch 
unsere Wahl noch einen auBergewohnlichen Vorteil durch die Rolle des 
Serins bei der Biosynthese des Cysteins. Diese ist bekanntlich durch 
V.du Vigneaud® und seine Mitarbeiter endgiiltig im Sinne der be- 


POEL AE LITLE TREES INE TIL LE OBESE EMT TE 


reits friiher geéuBerten Annahmen’ bewiesen. Methionin dient bei der | 


Biosynthese des Cysteins nur als Quelle fiir den Schwefel, wihrend die 
Kohlenstoff-Kette vom Serin geliefert wird: 


HO,C-CH-CH,-CH,’S-CH, 
nu, | 
HO,C-CH-CH,CH,SH + HO-CH,-CH-CO,H 
NH, { NH, 
HO,C-CH-CH,-CH,'S-CH,-CH-CO,H 
NH, | =oNH, 
HS-CH,-CH-CO,H 
NH, 


Hiernach ist zu erwarten, daB sich eine Beteiligung von markiertem 
Serin-anhydrid am Aufbau der Haarsubstanz nicht nur durch die Radio- 
aktivitaét des Serin- sondern auch durch jene des Cystin-Bausteins zeigt. 


3 Vgl. zur Darst. der nicht markierten Verbindungen: J. P. Greenstein, 
J. biol. Chemistry 118, 321 [1937]. 

4 E. Fischer u. Mitarbb., Ber. dtsch. chem. Ges. 38, 4173 [1905]; 39, 2942 
[1906]. 

5 Vgl. J. M. Lang u. C.C. Lucas, Biochem. J. 52, 85 [1952], sowie H. Neu- 
rath u. K. Bailey, The Proteins, Vol. I, A, 220; Academic Press Inc., New York 
1953. 

° V. du Vigneaud, G. B. Brown u. J. P. Chandler, J. biol. Chemistry 
148, 59 [1942]; F. Binkley, W. P. Anslow u. V.du V a aud, ebenda 1438, 559; 
144, 507 [1942]; D. Stetten, ebenda 144, 501 [1942]; V. du Vigneaud u. Mit- 
arbb., ebenda 155, 645 [1944]; W. P. Anslow u. V. thy Vigneaud, ebenda 170, 
245 [1947]; F. Binkley u. D. Okeson, ebenda 182, 273 [1950]; V. du Vigneaud 
u. Mitarbb., ebenda 185, 817 [1950]. 

7 E. Brand, R. J. Block, B. Kassel u. G. F. Cahill, Proc. Soc. exp. Biol. 
Med. 35, 501 [1936]; B. H. Nicolet, J. Washington Acad. Sci. 28, 84 [1938]; 
G. Toennies, J. biol. Chemistry 182, 455 [1940]. 
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II. Darstellung der radioaktiven Serin-anhydride 
Als Ausgangsmaterial dienten 2 mC Bariumcarbonat (U.S. Atomic 
Energy Commission, Oak Ridge), die mit gewohnlichem BaCO, auf 
2,656 g verdiinnt wurden. Die Synthese nahm folgenden Verlauf: 


H,PO LiAlH, 
- 


Ba"CO, — > CO, MCH,OH 
CO.C,H, 
CH—NH-COCH, CO,C.H, 
‘ O2 ‘ CO,H ‘ - y wy ‘ 
OR eo MOO Pytidia” ~~ ~HO“CH,~C—NH-COCH, 
CO,H 
HO! . CH,OH — HCI 
°. HOMCH,CH-COjH 3) Gy'ona >: HOMCH,-CH-CO,CH, 
NH,-HC! NH, 
HOH,C HOH,4C 
; CO CH—-C 
ms CH 2 OW 
> HN HOH,4C NH HN NH 
Neo. —0g. 'NOO——106 
cis- und trans- | 
Serin-[3-4C]-anhydrid HOH,C 


Formaldehyd-[4C]: Die Umwandlung des in bekannter Weise dargestellten 
radioaktiven Methanols in Formaldehyd erfolgte nach der von Murray, Bills 
und Ronzio® angegebenen Modifikation der Methode von Arnstein®. Von aus- 
schlaggebender Bedeutung ist hierbei die Herstellungsart des aus Eisen- und 
Molybdinoxyden bestehenden, auf Bimssteinstiicken niedergeschlagenen Kata- 
lysators. Zur Aktivierung wird in einer Quarzréhre im Sauerstoffstrom 30 Min. 
erhitzt; nach der Vorschrift ist hierbei eine Temperatur von 600—700° erforderlich, 
nach eigenen Erfahrungen geniigen jedoch 500—550°. Durch Vorversuche wurde 
fiir unseren Katalysator 395—400° als optimale Reaktionstemperatur ermittelt; die 
Menge der zugefiigten Luft spielt keine entscheidende Rolle. Die durch Titration 
mit einer alkalischen Jodlésung! oder durch Fallung mit Dimedon!! ermittelte 
Ausbeute an Formaldehyd betrug durchschnittlich 80% d. Theorie. Zur Darstel- 
lung der radioaktiven Verbindung haben wir wie in den Vorversuchen das Methanol 
auf 19—20° erwarmt und den Dampf mit trockener, CO,-freier Luft (120—150 cem 
pro Min.) gemischt. Das Reaktionsprodukt wurde in zwei hintereinander geschal- 
teten GefaBen mit Hilfe einer Kaltemischung (CO,-Aceton) kondensiert. 

«-Oxymethyl-[“C]-«-acetamino-malonsaure-monoathylester: Fir 
die Darstellung von pt-Serin-[3-4C] stehen die Arbeitsweisen von Levine und 
Tarver’, von Elwyn und Sprinson® sowie von Arnstein™ zur Verfiigung. 


8 A. Murray, C. W. Bills u. A. R. Ronzio, J. Amer. chem. Soc. 74, 2405 
[1952]. 

® H.R. V. Arnstein, Nature [London] 164, 361 [1949]; Biochem. J. 49, 439 
[1951]. Vgl. zur Herstellung des Gemischs der Fe-Mo-Oxyde Amer. Pat. 1913405 
[1933]; Chem. Zbl. 1988 ITI, 1585. 

10 W. Fresenius u. L.Griinhut, Z. analyt. Chem. 44, 13 [1905]. 

uD. Vorlainder, Z. analyt. Chem. 77, 241 [1929]. 

12 M. Levine u. H. Tarver, J. biol. Chemistry 184, 427 [1950]. 

13D. Elwyn u. D. B. Sprinson, J. biol. Chemistry 184, 465 [1950]; vgl. 
hierzu J. A. King, J. Amer. chem. Soc. 69, 2738 [1947]. 

14H. R. V. Arnstein, Biochem. J. 49, 439 [1951]. 
Q* 
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Nach letzterem Autor ]aBt sich Formaldehyd mit dem Monoathylester ebenso gut 
umsetzen wie mit dem Diathylester der Acetamino-malonsiure. Wir wahlten die 
erstgenannte Méglichkeit, um das Isotop im Gange der Synthese méglichst spat 
einfiihren zu kénnen. 

Acetamino-malonsaure-diithylester wurde in bekannter Weise mit 
n-NaOH in 50-proz. Alkohol zum Monoathylester (Schmp. 131°; Ausb. 85% d. Th.) 
verseift. Den in der obengenannten Weise erhaltenen radioaktiven Formaldehyd 
haben wir mit 1,104 g gewéhnlichem Formaldehyd (2,8 ccm Formalin) vermengt 
und mit Wasser auf 66,4 ccm verdiinnt. Hierzu wurde eine Lésung von 7,56 g 
Acetamino-monodathylmalonat in 40,8 cem 0,97-n. NaOH und 0,2 cem zwei- 
mal destilliertem Pyridin gegeben und das Gemisch 4 Tage bei Zimmertemperatur 
auf bewahrt. 

pL-Serin-[3-4C]: Nachdem der iiberschiissige Formaldehyd bei 100° mit 
Hilfe eines Luftstroms aus der Reaktionslésung entfernt war, wurde diese nahezu 


zur Trockene eingedampft und nach Zusatz von 38 ccm 1,05-n.HCl 30 Min. auf 


dem Wasserbad erhitzt. Hierauf haben wir 20 ccm 10-n. HCl zugegeben, 114 Stdn. 
unter RiickfluB gekocht, mit etwas Norit behandelt, im Vak. zur Trockne ein- 
gedampft und den Riickstand iiber Kaliumhydroxyd getrocknet. Der alkoholische 
Extrakt lieferte nach Zusatz von iiberschiiss. Pyridin und Aufbewahren im Kiihl- 
schrank 2,87 g eines Kristallisats von pL-Serin; bei der papierchromatographischen 
Kontrolle (Phenol-Wasser) lieB sich keine Verunreinigung feststellen. Auf den Ester 
bezogen, betrug die Ausbeute 70% d. Theorie. 

Der aus dem Reaktionsgemisch (zusammen mit Wasser) abdestillierte Form- 
aldehyd wurde mit Hilfe einer Kohlendioxyd-Aceton-Kaltemischung kondensiert 
und mit einer 0,4-proz. waBrigen Lésung von Dimedon umgesetzt. Hierbei wurden 
2,324 g radioaktives Dimedon-Derivat erhalten, entspr. 0,23 g Formaldehyd-[“C]. 

Isomere Anhydride® von Serin-[3-“C](3.6-Dioxymethyl-[#C]-2.5- 
dioxo-piperazin): Das radioaktive pL-Serin wurde mit gewodhnlichem DL- 
Serin auf 10g ,,verdiinnt’, das Gemisch in absol. Methanol suspendiert und 
trockener Chlorwasserstoff eingeleitet, bis alles in Lésung gegangen war. Das durch 
EKindampfen im Vak. erhaltene Kristallisat wurde zur Vervollstandigung der Ver- 
esterung nochmals auf die gleiche Weise behandelt. Das mit absol. Alkohol und 
absol. Ather gewaschene und im Vak. iiber Kaliumhydroxyd getrocknete Kristallisat 
des pL-Serin-[3-“C]-methylester-hydrochlorids schmolz bei 133°, Ausb. 
12g (80% d. Th.). 

Zur Gewinnung der freien Esterbase wurde das Hydrochlorid in absol. Methanol 
gelést, die ber. Menge einer 2-proz. Natriummethylat-Lésung zugefiigt, Natrium- 
chlorid mit Ather gefallt und nach 1 Stde. abfiltriert. Das Filtrat lieferte beim 
Eindampfen im Vak. einen sirupésen Riickstand, der nach zwei Tagen bei Zimmer- 
temperatur ein Kristallisat bildete, das aus dem Gemisch der isomeren Serin- 
anhydride bestand. Es wurde abfiltriert und mit kleinen Mengen Methanol und 
Eiswasser gewaschen. Aus der Mutterlauge konnte nach Zusatz von einigen Tropfen 
Wasser noch eine zweite Fraktion erhalten werden. Ausb. 3,74 g (69% d. Th.). 
Negative Reaktion mit Ninhydrin und mit Bromphenolblau. 


C.H,,0,N. Ber. C 41,40 H5,80 Gef. C 41,49 H 5,89 
Die Bestimmung der Radioaktivitét erfolgte entspr. den Angaben der voran- 
gehenden Mitteilung: 


1. direkte Messung des Kristallisats: 10250 cpm (bei 18 mg/qem), 
2. Umsetzung zu BaCO,: 
25,3 mg Sbst.: 99,2 mg; 30,4 mg/qem: 7232 cpm. 
Trennung von cis- und trans-Form: Das erhaltene Gemisch der radio- 
aktiven Serin-anhydride wurde mit 3,13 g des auf gleiche Weise dargestellten, nicht 





16 Vgl. E. Fischer u. U. Suzuki, Ber. dtsch. chem. Ges. 38, 4173 [1905]. 
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markierten Gemischs ,,verdiinnt‘‘ und durch Umkristallisieren aus Wasser frak- 
tioniert, wobei wir je 3,4 g der schwerer und der leichter léslichen Komponente 
erhielten: 

1. Form: Schmp. 266°, viereckige Blattchen, in kaltem Wasser fast unléslich; 

2. Form: Schmp. 226°, zugespitzte Prismen, in kaltem Wasser etwas, in 

warmem gut ldslich. 

Beide Isomere gaben keine positive Reaktion mit Ninhydrin und mit Brom- 
phenolblau. 

Wie in einer folgenden, in Gemeinschaft mit Dr. C. A. Salemink 
ausgeftihrten Untersuchung tiber cis- und trans-Dioxo-piperazine gezeigt 
wird, kann Serin-anhydrid vom Schmp. 226° in Kulturen von Leuconostoc 
citrovorum 8081 sowie von Escherichia coli 648 DL-Serin vertreten, 
wahrend die héher schmelzende Form hierbei unwirksam ist. Es darf als 
sehr wahrscheinlich gelten, da das Anhydrid vom Schmp. 226° das der 
cis-Form entsprechende Racemat ist, dagegen jenes vom Schmp. 266° 
die unspaltbare trans-Form darstellt. Der Kiirze halber kommt im 
folgenden die Bezeichnung ,,cis‘‘- und ,,trans-Form“ bereits zur An- 
wendung. 


Ill. Fiitterungsversuche 


l. Versuchsmethodik 


Mit jeder der beiden stereoisomeren Formen wurden Fiitterungs- 
versuche durchgefiihrt. Die Versuchsmethodik entsprach im allgemeinen 
jener der vorangehenden Mitteilung. Fiir jeden der beiden Versuche 
dienten je zwei Ratten, deren Gewichte (125 g, 150 g sowie 100 g, 130 g) 
wihrend der Versuchsdauer um 11 bzw. 20 und 27% zunahmen. Mit 
Hilfe einer Sonde wurde den Ratten tiglich zweimal je 50 mg des betr. 
stereoisomeren Serin-anhydrids verabreicht, und zwar als Suspension in 
Arachisél. Jeder der Versuche dauerte 17 Tage, wobei demnach jeweils 
2.8 g der Stereoisomeren verfiittert wurden. Die von den beiden Stereo- 
isomeren zur Verfiigung stehenden Mengen waren fiir eine Wiederholung 
der Versuche nicht ausreichend. Nach der Lage der Dinge diirfen aber 
wohl die mit den beiden Stereoisomeren erhaltenen Ergebnisse als gegen- 
seitige Kontrolle gelten. 

Im Gegensatz zur vorigen Mitteilung wurde hier eine cystinarme 
Diat verwendet, deren Zusammensetzung im wesentlichen den Angaben 
von D. V. Frost und H. R. Sandy’® entsprach: 


Casein 160 g ( 8,0%) 
Weizenstarke 1032 g (51, 6%) 
Saccharose 300 g (15, 0% o) 
Salatol i 380 g (19, 0%) 
Vitamin A, D,, E (Ol) 8g ( 0,49 %) 
Mineralsalze 80g ( 4,0%) 
Agar 40 g ( 2,0%) 


1 —. V. Frost u. H.R. Sandy, J. Nutrition 39, 427 [1949]. Den Herren 
Dr. M. van Eekelen und Dr. C. Engel vom Centraal Instituut voor Voedings- 
onderzoek T. N. O., Utrecht, sind wir fiir die Uberlassung des verwendeten Futters 
sehr zu Dank verpflichtet. 
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Cholin 3000 mg Nicotinsaure 74mg Vitamin B,, 50 y 
Inosit 2000 mg _— Folinsaure 12mg Mangansulfat 24mg 
Ascorbinsaure 200mg  Pyridoxin 12mg  Kupfersulfat 80 mg 
Thiamin 12mg  p-Aminobenzoesiiure 12mg  Zinksulfat 80 mg 
Riboflavin 24mg _=s Biotin Img  Kobaltacetat 4 mg 


Pantothenséure 100mg  VitaminK,(Menadion) 8 mg 


Vor Beginn der Fiitterungsperiode wurden wiederum die Riicken- 
haare abgeschnitten; die betreffenden Stellen waren nach 17 Tagen 
durch einen neuen Haarpelz ersetzt. 


2. Atmungskohlensaure 


Zu Beginn und an einigen Stichtagen wurde die ausgeatmete Kohlen- 
siure auf Radioaktivitat gepriift. 


Vers. I (trans-Form) 

Mittelwerte von 15 Proben: Nulleffekt 36,8 cpm; BaCO, 36,2 cpm. 
Vers. II (cis-Form) : 

Mittelwerte von 31 Proben: Nulleffekt 36,0 cpm; BaCO, 46,7 cpm. 


Hieraus ergibt sich ein deutlicher Unterschied im Verhalten der 
beiden Isomeren: Im Gegensatz zur trans-Form liefert die cis- 
Form radioaktive Atmungskohlensaure. 


3. Radioaktivitat!’ der Harnproben und Riickgewinnung der 
Serin-anhydride 
Vers. I (trans-Form) 
Durchschnittl. tagliche Harnausscheidung pro Ratte: 15,5 cem. 
Durchschnittl. Radioaktivitét pro 0,5 ccm: 1256 cpm. 
Nach Beendigung der 17-tagigen Versuchsdauer sank die Radio- 
aktivitaét pro 0,5 cem Harn auf 119, am folgenden Tag auf 42 cpm. 
Vers. II (cis-Form) 


Durchschnittl. tagliche Harnausscheidung pro Ratte: 21,3 cem. 
Durchschnitt]. Radioaktivitat pro 0,5 cem: 1858 cpm. 


Auch in diesem Fall sank die Radioaktivitaét nach der Fitterungs- 
periode auf 87 und am nachsten Tag auf 46 cpm pro 0,5 eem Harn. 

Die papierchromatographische Priifung des Harns auf Aminosaéuren 
erfolgte unter Verwendung von Phenol-Wasser nach der Arbeitsweise 
von Decker und Mitarbeitern!*. Wahrend sich bei Vers. I (trans-Form) 
das gewohnliche Bild zeigte, war bei Vers. II (cis-Form) viel Serin 
nachweisbar. 

Um die im Harn ausgeschiedene Menge der Serin-anhydride nach 
Moglichkeit zuriickzugewinnen, erfolgte auch hier eine Extraktion mit 
Butanol, doch wurde diese auf ungefaihr 100 Stdn. ausgedehnt. Im 


17 Nach Abzug des Nulleffektes. Die MeBmethodik ist in der vorangehenden 
Mitteilung beschrieben. 
18 Vgl. P. Decker, W. Riffart u. H. Wagner, Klin. Wschr. 29, 418 [1951]. 
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iibrigen entsprach die Arbeitsweise (Behandlung mit Amberlit IR 120 
und IR 4B usf.) den Angaben der voranstehenden Mitteilung. Die Radio- 
aktivitét der zuriickgewonnenen, aus Wasser umkristallisierten Pri- 
parate betrug bei Vers.I (trans-Form) 10050 cpm, bei Vers. II (cis- 
Form) 10150 cpm, wahrend die verabreichten Stereoisomeren den prak- 
tisch hiermit tibereinstimmenden Wert von 10250 cpm zeigten. 


4. Radioaktivitaét!’ der Faecesproben 
Vers. I (trans-Form) 
Durchschnittl. tagliche Faecesausscheidung pro Ratte: 1235 mg. 
Durchschnittl. Radioaktivitat pro 100 mg: 4720 cpm. 
In beiden Fallen nahm die Radioaktivitaét der Faeces bei gew6hn- 
licher Diaét rasch ab: am 1. Tag nach der Versuchsperiode betrug sie nur 
mehr etwa 100 cpm pro 100 mg. 


5. Radioaktivitat!? der Haare und der Organe 


Die auf dem Riicken der Tiere nachgewachsenen Haare von Ver- 
such I (trans-Form) wurden (unter Riickflu8) 4 Stdn. mit Wasser und 
je 3 Stdn. mit Alkohol und Ather extrahiert. Der Mittelwert von 5 
Messungen (je 60 Min.) war praktisch tibereinstimmend mit dem Null- 
effekt. Dagegen zeigten die ebenso behandelten Haare von 
Vers. II (cis-Form) eine Radioaktivitaét von 43 cpm tiber dem 
Nulleffekt. Wie zu erwarten, war die Netto-Aktivitat der ,,alten‘ 
Haare geringer; sie betrug 19 cpm. 

Ebenso wie bei den Haaren war auch bei den Organen usw. nur 
nach der Fiitterung der cis-Form der Einbau radioaktiver Substanz zu 
konstatieren (Tab. 1), waihrend die bei dem Versuch mit der trans-Form 
gefundene Aktivitaét praktisch dem Nulleffekt entsprach. 


Tab. 1. Radioaktivitét von Blut, Organen und Geweben nach Verfiitterung der 
cis-Form (Dauer der Messungen: 30 Min.). 





Material | Leber | Nieren | Herz | Milz Lunge | Muskeln| Haut | Krallen | Blut 
cpm | 44 | 46 | 35 | 34 | 38 | 20 | 20 | 34 | 41 








6. Hydrolyse der Haare und Isolierung einiger Aminosduren 
Fiir die Hydrolyse der Haare wurde 9 Stdn. mit je 5 ccm 20-proz. 
Salzsaure erhitzt (Temp. des Olbads 127—128°). Zur Verwendung kamen 
bei Vers. I: 0,665 g ,,neue‘ und 0,400 g ,,alte“ Haare, 
bei Vers. IT: 0,413 g ,,neue“ und 1,085 g ,,alte“ Haare. 


Nachdem die iiberschiissige Salzsiure und die Humin-Stoffe in der 
iiblichen Weise entfernt waren, haben wir auf 55 bzw. 75 ccm verdiinnt, 
1 Stde. mit 1,5 bzw. 2g Norit!® geschiittelt und dann die Loésung 


19 Nach S.M. Partridge, Biochem. J. 44, 521 [1949], durch Behandlung 
mit Essigsiure aktiviert. 
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(pu 1,5) zur Abtrennung der Aminodicarbonséuren mit 35 g Amberlit 


IR 4B (35 g, Acetat-Form) behandelt. Das Filtrat (px 4,6) wurde im : 


Vak. stark eingeengt und der hierbei gebildete Niederschlag von Cystin 
abfiltriert. Nach Waschen mit Wasser wurde der Niederschlag in még- 
lichst wenig verd. Salzsiure aufgenommen, die Lésung mit Norit ent- 
farbt und mit n-NaOH auf pu 4,5 gebracht. Bei der papierchromato- 


graphischen Kontrolle des Kristallisats lie8 sich keine Verunreinigung | 


durch andere Aminosauren nachweisen. 


Cystin: Vers. I. Ausb. 90 mg. 
C,H,,0,N.S, Ber. C 30,00 H5,03  Gef. C 30,10 H 4,83 
Vers. II. Ausb. 125mg. Gef. C 30,15 H 4,96. 


Das durch Abtrennung des Cystin-Niederschlags erhaltene Filtrat 
wurde mit Hilfe einer Saule von Dowex 50 (H*+-Form; 130 bzw. 1,5 em) 
aufgeteilt”®. Die mit 1,5-n.HCl erhaltenen Eluate wurden papier- 
chromatographisch identifiziert. Die Serin und Threonin enthaltenden 
Fraktionen haben wir im Vak. eingedampft, den Riickstand in méglichst 
wenig 95-proz. Alkohol gelést und die freien Aminoséuren durch einen 
geringen Uberschu8 an Pyridin gefallt. Bei Vers. I (trans-Form) war das 
Gemisch von Serin und Threonin nicht radioaktiv, so daB sich eine 
Trennung eriibrigte. Bei Vers. II (cis-Form) haben wir dagegen das 
Serin-Threonin-Gemisch an Cellulose (Whatman No. 1; 30 g) chromato- 
graphiert. Als Elutionsmittel diente Phenol, das mit 0,1-proz. waBrigem 
Ammoniak gesattigt war. Die nach Elution des Threonins erhaltene 
Serin-Fraktion wurde zur Entfernung des Phenols mit Ather extrahiert, 
nach Eindampfen im Vak. der Riickstand in etwas Alkohol aufgenommen 
und mit Pyridin gefallt. Die Umkristallisation erfolgte aus Alkohol- 
Wasser. 

Serin: Vers. II. Ausb. 60 mg. 

C;H,0O,N Ber. C 34,28 H 6,72 Gef. (34,29 H 6,54 

Die glycinhaltigen Eluate der Dowex50-Séulen wurden bei beiden 
Versuchen im Vak. eingedampft, der Riickstand in Wasser gelést, die 
Lésungen durch eine kleine Saiule von [R 4B filtriert, stark eingeengt 
und mit Alkohol gefallt. Zur Reinigung wurde nochmals aus Wasser- 
Alkohol umkristallisiert. 

Glycin: Vers. II. Ausb. 45 mg. 

(,H;O,.N Ber. C 32,00 H6,71 Gef. © 31,91 H 6.45 

Zur Gewinnung der Glutaminsiure wurde die IR 4B-Saule mit 
Essigsdure (pu 2,6) eluiert, die entspr. Fraktionen im Vak. eingeengt 
und mit Chlorwasserstoff gesattigt. 

Glutaminsaure: Vers. II 
C,;H,O,N-HCI Ber. (32,71 H5,47  Gef. (32,84 H 5,47 
20 Vel. C. H.W. Hirs, 8S. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 195, 
669 [1952]. 
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Die zur Behandlung der Hydrolysate verwendete Kohle wurde 
| Stde. mit 40 cem einer Lésung von 2 g Phenol in 20-proz. Essigsaiure 
geschiittelt. Zur Entfernung des Phenols wurde das Filtrat zweimal mit 
Ather ausgeschiittelt und das Gemisch der aromatischen Amino- 
siuren aus der waBrigen Schicht isoliert}®. 


Tab. 2. Radioaktivitat der aus den Haaren isolierten Aminosauren 
(Flache 3,26 qem; Werte nach Abzug des Nulleffekts). 





























. Vers. I (trans-Form) Vers. II (cis-Form) 
Material 
mg/qem cpm mg/qem cpm 
EE Sale ieee ge ie eae eee” 17,7 1 16,8 43 bzw. 19 
Cystein (umkrist.) . . 18,4 1 21,4 29 
Serin (umkrist.) . . . 18,4 2 18,4 97 
Glycin (umkrist.). . . 10,7 1 13,8 13 
Glutaminséiure. .. . ++ -- 13,8 16 
Arom, Aminosaéuren . — — 15,3 0 


Fir die Gewahrung eines Stipendiums ist der eine von uns dem Consejo 
Superior de Investigaciones Cientificas, Madrid, zu groBem Dank ver- 
pflichtet. 

Wir danken ferner den Herren Dr. D. H.W. den Boer und W. Th. J. M. 
Hekkens, die uns bei der Synthese der radioaktiven Serin-anhydride bzw. bei 
den Tierversuchen durch Ratschlage und praktische Hilfe sehr unterstiitzt haben. 


Zusammenfassung 


1. Aus dem Methylester von DL-Serin-[3-“C] wurde durch Ring 
schluB ein Gemisch von cis- und trans-Serin-[3-“C ]-anhydrid (3.6-Dioxy- 
methyl-[4C]-2.5-dioxo-piperazin) erhalten, das durch fraktionierte 
Kristallisation die Stereoisomeren vom Schmp. 226° bzw. 266° lieferte. 

2. Die beiden radioaktiven Stereoisomeren wurden (zusammen mit 
einer cystinarmen Diait) an Ratten verfiittert, und zwar jeweils 2,8 g 
wihrend 17 Tagen. Aus dem Harn konnten die betr. Serin-anhydride 
mit praktisch unveranderter Radioaktivitaét zuriickgewonnen werden; 
auch die wihrend der Versuchsperiode ausgeschiedenen Faeces waren 
stark radioaktiv. 

Wihrend sich nach Verfiitterung von Serin-anhydrid vom Schmp. 
266° weder die ausgeatmete Kohlensiure, noch die nach Beendigung des 
Versuchs gepriiften Organe, Gewebe und Haare als radioaktiv erwiesen, 
war dies wohl der Fall nach Verfiitterung der stereoisomeren Form vom 
Schmp. 226°. 

3. Die bei letzterem Versuch erhaltenen radioaktiven Haare wurden 
mit Salzsiure hydrolysiert und aus dem Hydrolysat Serin, Cystin und 
einige andere Aminoséuren isoliert. Serin zeigte die gréBte Radio- 
aktivitét, hierauf folgte das biosynthetisch mit Serin in Beziehung 
stehende Cystin. Auch Glycin und Glutaminsiure waren — im Gegen- 
satz zu den aromatischen Aminosiuren — radioaktiv. 
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4. Auf Grund des verschiedenen Verhaltens der beiden stereo- | 


isomeren Serin-anhydride liegt es nahe, die Verbindung vom Schmp. 
266° als die unspaltbare trans-Form, jene vom Schmp. 226° als die cis- 
Form (DL-Serin-anhydrid) anzusprechen. 

5. Die mikrobiologische Priifung der beiden Stereoisomeren mit 
Leuconostoc citrovorum 8081 und mit Escherichia coli 648 ergab, daB dic 
.,cis- Form‘ — im Gegensatz zur ,,trans-Form‘‘ — Serin ersetzen kann. 
Diese Befunde und die in einer folgenden Mitteilung zu beschreibenden 


mikrobiologischen Versuche mit anderen Dioxo-piperazinen weisen auf 


die Méglichkeit, daB die enzymatische Spaltung der cyclischen Anhydride 
durch die Darmflora der Ratten erfolgt. 


Summary 


1. A mixture of cis- and trans-serine-[3-“C]-anhydride (3.6-bis- 
hydroxymethyl-[C]-2.5-diketopiperazine), yielding stereoisomersofm. p. 
226° and 266° by fractional crystallization, was obtained from the 
methyl ester of DL-serine-[3-'4C] by ring closure. 

2. The two radioactive stereoisomers were fed to rats in a cystine- 
deficient diet and in a quantity of 2.8 gm over a period of 17 days. 
Serine anhydride was recovered from the urine with its radioactivity 
practically unchanged. The faeces excreted during the experimental 
period were strongly radioactive. Although neither the exhaled carbon 
dioxide nor the organs, tissues and hair examined after completion of 
the experimental feeding with serine anhydride of m. p. 266° were found 
to be radioactive, this was the case after feeding with the stereoisomeric 
form of m. p. 226°. 

3. The radioactive hair obtained in the latter experiment was 
hydrolysed with hydrochloric acid, and serine, cystine and some other 
amino acids were isolated from the hydrolysate. Serine was found to 
have the highest radioactitivity followed by cystine which is related to 
serine biosynthetically. Glycine and glutamic acid were also radio- 
active, in contrast to the aromatic amino acids. 

4. In view of the different behaviour of the two stereoisomeric 
serine anhydrides it is proposed that the compound of m. p. 266° be 
regarded as the trans-form which is resistant to cleavage and the com- 
pound of m. p. 226° as the cis-form (DL-serine anhydride). 

5. Microbiological investigation of the two stereoisomers with 
Leuconostoc citrovorum 8081 and Escherichia coli 648 showed that the 
,,cis-form‘’ in contrast to the ,,trans-form‘ can replace serine. This 
result, and microbiological experiments to be described in a subsequent 
communication, point to the possibility that the enzymatic cleavage 
of the cyclic anhydrides is effected by the intestinal flora of the rat. 
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Die freien Aminogruppen des ,,alten‘‘ gelben Fermentes * 
Von 
Friedrich Weygand** und Rudolf Junk 
Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg 


(Der Schriftieitung zugegangen am 12, Januar 1955) 


Fir die Untersuchungen, iiber die nachfolgend berichtet wird, be- 
nutzten wir ,,altes‘“‘ gelbes Ferment!, das aus Léwenbrau-Hefe nach 
beschriebenen Verfahren? isoliert wurde. Im Gegensatz zu friiheren 
Erfahrungen erwies es sich als giinstig, zunichst eine Vorreinigung nach 
Warburg und Christian® vorzunehmen und dann erst zur Reinigung 
durch Adsorptionsverfahren und fraktionierte Ammoniumsulfatfallung 
iiberzugehen. Nach der letzten Ammoniumsulfatfallung und der Dialyse 
gegen dest. Wasser wurde das Ferment der Gefriertrocknung im Hoch- 
vakuum unterworfen. 

Zur Priifung auf Reinheit wurde das Ferment elektrophoretisch auf 
Papier untersucht, wobei es nach Turba‘* mit AzokarminB sichtbar 
gemacht wurde. Bei 220 V wanderte es bei py 8,5 (Boratpuffer) inner- 
halb von 20 Stdn. 7,5 cm von der Startlinie ab, ohne daB ein weiteres 
Protein nachgewiesen werden konnte. Bei pu 5,2 verlieB es die Start- 
linie nicht. Auch bei diesem pu-Wert war kein weiteres Protein auf- 
findbar. 

Zur Abspaltung der Lactoflavin-5’-phosphorsiure benutzten wir 
das Verfahren von Warburg und Christian®, wobei mit verd. Salz- 
siure die Abspaltung vollzogen und das Protein sofort mit Ammonium- 
sulfat gefallt wurde. 

Von Kuhn und Desnuelle® sowie von Desnuelle’ sind bereits 
qualitative und quantitative Aminosiurebestimmungen mit den damals 
iiblichen Methoden am ,,alten“ gelben Ferment ausgefiihrt worden. Mit 


* Kurze Mitt.: Naturwissenschaften 88, 433 [1951]. Die vorliegende Arbeit 
wurde 1951/52 abgeschlossen. Sie konnte in der Zwischenzeit leider nicht fort- 
gefiihrt werden, weshalb gewisse Fragen, auf die im Text hingewiesen wird, nicht 
geklart sind. 

** Neue Anschrift: Chem. Inst. d. Univers. Tiibingen. 

1 Vgl. die Zusammenfassung von O. Warburg, Ergebn. Enzymforsch. 7, 
210 [1938]. 

2 F. Weygand u. L. Birkofer, diese Z. 261, 172 [1939]. 

3 0. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 266, 377 [1933]. 

4 F. Turba u. H. J. Enenkel, Naturwissenschaften 37, 93 [1950]. 

5 O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 298, 368 [1938]. 

6 R. Kuhn u. P, Desnuelle, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 1907 [1937]; diese Z. 
251, 19 [1938]. 

7 P. Desnuelle, Enzymologia [Den Haag] 5, 37 [1939]. 
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Isoleucin und Valin. Somit sind folgende Aminosiuren als Bausteine des 


Proteins des alten gelben Fermentes ermittelt: Asparaginsiure, Glut- 
aminséure; Lysin, Arginin; Glykokoll, Alanin, Cystin, Methionin, | 
Histidin, Prolin, Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan, Leucin, Isoleucin, | 


Serin und Threonin. 

Zur Ermittlung der Aminosiéuren mit freier Aminogruppe bedienten 
wir uns der Methode von Sanger®, wobei 4-Fluor-1.3-dinitro-benzol mit 
dem zu untersuchenden Protein in Natriumhydrogencarbonatlosung zur 
Reaktion gebracht wird. Bei der Hydrolyse des entstandenen Dinitro- 
phenyl-proteins (DNP-Protein) werden die V-Dinitrophenyl-aminosauren 
(DNP-Aminosauren) erhalten, die gelb sind, und aus denen durch Hydro- 


Hilfe der papierchromatographischen Methodik wurden noch folgende| 
Aminosauren gefunden: Glykokoll, Serin, Threonin, Methionin, Leucin, | 









| Bd 








lyse mit Barytwasser® die zugrunde liegenden Aminosauren wieder frei | 
gemacht werden kénnen, was fiir die Identifizierung von erheblichem | 


Vorteil ist. Auch die endstindige Aminogruppe von Lysin sowie dic 


phenolische OH-Gruppe von Tyrosin reagieren mit Dinitrofluorbenzol | 


‘unter den angegebenen Bedingungen zu ¢- a lysin baw. zu 
O-Dinitrophenyl-tyrosin. 

Bei der Reaktion des Proteins des alten gelben Fermentes in wab- 
rigem Alkohol mit Dinitrofluorbenzol bei Zimmertemperatur wurde bei 


den ersten Versuchen der py-Wert durch Zugabe von Natriumhydrogen- | 
carbonat 20 Stdn. lang bei 8 bis 8,5 gehalten. Die Millonsche Probe auf | 
phenolische OH-Gruppen war nach 15 Stdn. bereits negativ. Die Auf-— 
arbeitung erfolgte nach dem beigefiigten Schema: Das DNP-Protein 
wurde abgesaugt, mit Wasser und Ather gewaschen und auf Ton ge- | 
trocknet. Aus dem Filtrat wurde nach Abtrennung von nicht um- 


gesetztem Dinitrofluorbenzol eine gelbe Verbindung erhalten, die nach 
mehrmaligem Umkristallisieren bei 182,5° schmolz und nach der Analyse 
und dem Hydrolysenergebnis (Bildung von Asparaginséure) DNP-L- 
Asparaginsaure darstellt. Aus L-Asparagin gewonnene DN P-L-Asparagin- 
siure (vgl. Versuchsteil) zeigte den gleichenSchmp., und der Misch-Schmp. 
war nicht erniedrigt. Unter den angewandten Versuchsbedingungen ist 
somit DNP-Asparaginsaéure aus dem Protein abgespalten worden. 

Bei der Hydrolyse des DNP-Proteins mit 20-proz. Salzsiure hinter- 
blieb ein kleiner Riickstand, der nach dem Umfallen fast farblos war 
und als O-DNP-Tyrosin erkannt wurde. Das salzsaure Hydrolysat wurde 


in der tiblichen Weise ® aufgearbeitet. Nach dem Ausschiitteln mit Ather | 


fand sich von den in Frage kommenden DNP-Aminosauren nur ¢-DNP- 
Lysin. Beim Entwickeln der Chromatogramme mit Ninhydrin war freies 
Lysin nicht mehr nachweisbar. Das ¢-DNP-Lysin-hydrochlorid wurde 
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aus dem salzsauren Hydrolysat auch in krist. Form vom Schmp. 212°) 


erhalten. 


8 FR, Sanger, Biochem. J.39,507 [1945]; R.R. Porter u. F. Sanger, 
Biochem. J. 42, 287 [1948]. 
® G.L. Mills, Nature [London] 165, 403 [1950]. 
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Die DNP-Aminosauren im atherischen Auszug wurden zunichst 
‘nach Hydrolyse mit Bariumhydroxyd als die DNP-Derivate von 
Asparaginsaure, Glutaminsiure, Valin und Leucin (und/oder Isoleucin”*) 
erkannt. DNP-Asparaginsiure und DNP-Glutaminsdéure wurden auch 
‘durch Chromatographie an Kieselgur und anschlieBende Papier- 
_chromatographie! identifiziert. Somit konnten Asparaginsaiure, Glut- 
-aminsaure, Valin und ,,Leucin“‘ die endstandigen Aminosauren mit freier 

Aminogruppe sein. 

Aufarbeitungsschema 
Protein des ,,alten“ gelben Fermentes 


+ Dinitrofluorbenzol 


a ; ST LUREEERAA/ PERRY! CLEP CR 
} 
{ ’ 
(A) DNP-Protein (B) DNP-Asparaginsaure (C) Mutterlauge 
salzsaure (frei von DNP- 
Hydro'yse Aminosiuren) 
(A,) Riickstand Lésung 
salzsauer 
Ausiithern 
a : 
¥ Y 
(A,) atherische Lésung (A,) salzsaure wiBrige Lésung 
DNP-Valin é-DNP-Lysin 


DNP.,,Leucin“‘ 
DNP-Asparaginsaure 
DN P-Glutaminsaure 


alkalische 
Hydrolyse 


Valin 

,,Leucin*‘ 
Asparaginsaure 
Glutaminsaiure 


Ganz auffallig ist die Abspaltung einer DNP-Aminosaure wahrend 
der Einwirkung von Dinitrofluorbenzol auf ein Protein in Natrium- 
_hydrogencarbonatlésung. Findet dabei eine Peptidspaltung statt, so 
miissen Aminogruppen frei werden, die dann mit Fluordinitrobenzol in 
Reaktion treten. Um dies zu priifen, wurden folgende Versuche an- 
gestellt: 

1. Das Protein wurde in Natriumhydrogencarbonatlésung bei 
_Zimmertemperatur stehen gelassen. Von Zeit zu Zeit wurden Proben 
,entnommen, die papierchromatographisch auf den Gehalt an freien 
_ Aminosduren untersucht wurden. In den ersten 40 Stdn. waren keine 


10 Da Isoleucin erst nach Abschlu8 dieser Untersuchungen im Protein des 
, alten‘ gelben Fermentes gefunden wurde, konnte dieser Punkt (Leucin oder Iso- 
leucin) nicht mehr geklart werden. 

ll J.C. Perronne, Nature [London] 167, 513 [1951]. 
122 P, W. Kent, G. Lawson u. A. Senier, Science [Washington] 118, 354 
[1951]. ‘ 
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Aminosauren erkennbar, dann traten Asparaginséure und viel weniger 
Glutaminsaure auf. Erst nach weiteren 36 Stdn. waren andere Amino- 
siiuren nachweisbar. 

2. Die Einwirkungszeit von Fluordinitrobenzol auf das Protein in 
Natriumhydrogencarbonatlésung wurde auf 3 Stdn. herabgesetzt. Es 
wurden nur Spuren DNP-Asparaginsiure abgespalten. Die Hydrolyse 
des gebildeten DNP-Proteins mit Salzsiure lieferte in der Atherfraktion 
nur DNP-Asparaginséure und DNP-Glutaminsaure. 

3. Die Reaktion des Proteins mit Fluordinitrobenzol wurde in 
Natriumacetatlésung (pu 5,8 zu Versuchsbeginn) 6 Stdn. bei 20° vor- 
genommen. DNP-Asparaginsiure wurde nicht abgespalten. Die Hydro- 
lyse des DNP-Proteins mit Salzsiure legte neben ¢-DNP-Lysin nur 
DNP-Asparaginséure und DNP-Glutaminsaure frei. 

4. Die Reaktion in Phosphatpuffer (pq 7, 17 Stdn. bei 20°) erga) 
das gleiche Resultat wie der unter 3. angefiihrte Versuch. 

Asparaginsaure und Glutaminsiure liegen also als endstandige 
Aminosauren mit freier Aminogruppe vor. Mit der Asparaginséure miissen 
Valin und Leucin (und/oder Isoleucin) verbunden sein, da diese erst als 
Endgruppen erscheinen, wenn DNP-Asparaginsaure abgespalten wird. 

Warum nach der Dinitrophenylierung DNP-Asparaginsaéure so 
leicht abgespalten wird, ist noch unklar. Im Hinblick auf die bei der 
Darstellung von DNP-L-Asparaginsiéure aus L-Asparagin und Fluor- 
dinitrobenzol in waBrig-alkoholischem Natriumhydrogencarbonat er- 


Bd. 300 (1955) 





folgende leichte Hydrolyse der Siureamidbindung beim Eindampfen auf | 
dem Wasserbad (s. Versuchsteil) ist es nicht ausgeschlossen, daB die | 
Asparaginséure in der Form eines /-Peptids als Endgruppe im Protein | 


des ,,alten’’ gelben Fermentes vorliegt. Weitere experimentelle Unter- 
suchungen in dieser Hinsicht sind notwendig. 


Seit Fertigstellung der vorliegenden Arbeit hat Thompson? | 


bei der Carboxypeptidase eine ahnlich leichte Abspaltbarkeit von 
DNP-Asparagin gefunden wie wir bei dem Protein des ,,alten‘‘ gelben 
Fermentes. In diesem Falle folgt als nachste Aminosiure Serin. Bei 
anderen Proteinen mit Asparaginsdure als endstandiger Aminosiure mit 
freier Aminogruppe hingegen findet bei der Einwirkung von Fluor- 
dinitrobenzol in Hydrogencarbonat keine Abspaltung von DNP-Aspa- 
raginsdure statt!* 5. Es sei ferner noch auf die bevorzugte Freilegung 
von Asparaginsaure bei der milden sauren Hydrolyse von Proteinen mit 
verdiinnten Séuren hingewiesen!®, die mit der leichten Abspaltbarkeit 
von DNP-Asparaginséure nicht unbedingt im Zusammenhang stehen 
muB, 

13 E. O. P. Thompson, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam 10, 633 [1953]. 

44H. van Vunakis u. E. Brand, Abstracts, 119th Meeting, American 
Chemical Society (April 1951), S. 28c. 

15 M. Mc Fadden u. E. L. Smith, zitiert nach 1. c.*. 

16 S.M. Partridge u. H. F. Davis, Nature [London] 165, 62 [1950]; 
S. Blackburn, Biochem. J. - 28 [1951]; S. Blackburn u. G. R. Lee, Biochem. 
J. 58, 227 [1954]. 











(1955) 


niger 
mino- 


ain in 
t. Es 
olyse 
ktion 


le in 
) vor- 
ydro- 
1 nur 


erga 


ndige 
‘issen 
st als 
ird. 

e so 
i der 
luor- 


5 er: | 
n auf | 
3 die | 
otein | 
nter- | 


on} | 
von | 
ben 


Bei 
» mit 
luor- 
Spa- 
yung 
mit 
rkeit 
sehen 


953]. 
rican 


50] ; 
hem. 








Bd. 300 (1955) Die freien Aminogruppen des , alten“ gelben Fermentes at 


Beschreibung der Versuche 


1. Protein des ,,alten’ gelben Fermentes: AbgepreBte Bierhefe (LO wen- 
brau Miinchen) wurde zunachst in 5—7 cm hoher Schicht 10 Stdn. bei 20° auf 
Filtrierpapier einer Vorautolyse unterworfen, alsdann in 1—2 cm hoher Schicht 
bei 20° getrocknet. Der sodann aus 500 g Portionen mit je 1750 com Wasser inner- 
halb von 2—4 Stdn. bei 37° erhaltene Macerationssaft wurde der Vorreinigung nach 
Warburg und Christian® unterworfen (Fallung von Begleitstoffen mit Blei- 
acetat, 2malige Acetonfallung des Fermentes). Die Weiterreinigung erfolgte nach 
Weygand und Birkofer®. Es wurden 5 Adsorptionen und Elutionen mit da- 
zwischengeschalteter fraktionierter Ammoniumsulfatfallung vorgenommen. Die 
Abspaltung der Lactoflavin-5’-phosphorséure erfolgte genau nach den Angaben 
von Warburg und Christian®, Aus 0,65 g Ferment wurden 0,5 g Protein ge- 
wonnen, das fiir die qualitativen Aminosaéurenachweise mit Methanol gewaschen und 
im Exsiccator iiber Calciumchlorid bis zur Hydrolyse aufbewahrt wurde. Fiir die 
Umsetzungen mit Fluordinitrobenzol wurde das noch feuchte Protein verwendet. 
2. Aminosiurenachweis: Nach Hydrolyse des Proteins mit Salzsiure 
(0,25 g mit 3.ccm 20-proz. Salzsiure 24 Stdn. unter RiickfluB) wurde im Vak. 
eingeengt und 5mal Wasser nachdestilliert, sodann im Vakuumexsiccator tiber 
Natriumhydroxyd aufbewahrt, in 3ccm Wasser aufgenommen und mit einigen 
Tropfen n/2-NaOH neutralisiert. Mit den folgenden Lésungsmittelgemischen 
wurden nach absteigender Papierchromatographie einzelne Aminosduren nach 
Sichtbarmachung mit Ninhydrin identifiziert. Vergleichsaminosaéuren _liefen 
stets mit. 
a) Mit n-Butanol-Wasser: Lysin, Arginin, Histidin, Alanin, Prolin, Valin, 
Tyrosin, ,,Leucin‘* und Tryptophan. 

b) Mit Phenol-Wasser: Prolin, Phenylalanin, ,,Leucin‘‘, Glutaminsiure und 
Asparaginsaure. 

c) Mit n-Butanol-Eisessig- Wasser (40:10:50 Vol.-Tle., obere Phase): ,,Leucin*, 
Phenylalanin, Tryptophan, Valin, Alanin, Prolin + Tyrosin, Glutaminsaure. 

d) Mit -Butanol-Ameisensaiure-Wasser (80:20; 50Vol.-Tle.):,,Leucin’‘, Phenyl- 

alanin, Tryptophan, Valin, Tyrosin, Alanin und Prolin. 
e) Mit Isopropanol-konz. Ammoniak-Wasser (80: 2:18 Vol.-Tle.): ,,Leucin“, 
Phenylalanin, Valin, Tryptophan, Tyrosin, Alanin, Prolin und Histidin. 

f) Mit Butanol-Eisessig-Wasser und Pyridin-Amylalkohol in der zweiten 
Richtung!’: Cystin, Lysin, Arginin, Histidin, Asparaginséure, Glutamin- 
siure, Glykokoll, Serin, Alanin, Threonin, Prolin, Valin, Methionin, Tyro- 
sin, Isoleucin, Leucin, Phenylalanin. 

Cystein wurde bei Chromatogrammen in schwefelwasserstoffhaltiger Atmo- 
sphaére mit n-Butanol-Wasser (AF 0,1), Phenol-Wasser (F 0,22) und n-Butanol- 
Kisessig-Wasser (/?r 0,23) durch Bespriihen mit Dichlorphenolindophenol durch 
Entfarbung erfaBt. Tryptophan wurde auf Chromatogrammen eines alkalisch 
hergestellten Proteinhydrolysates noch besonders nachgewiesen, obwohl es auch 
in den sauren Hydrolysaten zu finden war. 

3. Umsetzung des Proteins mit Fluordinitrobenzol in Natrium- 
hydrogencarbonatlésung: 1,7 g feuchtes Protein und 0,65 g Natriumhydrogen- 
carbonat wurden in 20 ccm Wasser suspendiert. Nach Zugabe von 0,65 g Fluor- 
dinitrobenzol in 25 cem Athanol wurde bei Zimmertemperatur geriihrt. Der py- 
Wert der Lésung wurde von Zeit zu Zeit mit Universalindikatorpapier (Merck) 
gepriift. Sank er unter 7,5, wurde etwas festes Natriumhydrogencarbonat zugefiigt. 
Schon wenige Min. nach Versuchsbeginn fiel gelbes DNP-Protein aus. Auch das 
nicht geléste Eiwei8 nimmt an der Reaktion teil, denn es farbte sich langsam gelb. 
Nach 3 Stdn. war noch phenolisches Hydroxyl nachzuweisen (Millonsche Probe). 

” K. Heyns u. W. Walter, diese Z. 289, 85 [1952]. Herrn Prof. K. Heyns, 
Hamburg, danken wir bestens fiir die Anfertigung und Auswertung dieser Chromato- 
gramme, 
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Ja 


Nach 15 Stdn. war diese Reaktion negativ. Nach weiteren 5 Stdn. wurde das} 


Protein abgesaugt, 2mal mit Wasser und 3mal gut mit Ather gewaschen, sodann 
auf einem Tonteller getrocknet. Ausb. 0,83 g DNP-Protein. 
Mutterlauge und Waschfliissigkeit wurden vereinigt und mit 0,5-n. HC! 


neutralisiert. Im Vak. wurden Alkohol und Ather verdampft. Es fiel ein Nieder- | 


schlag aus, der aber durch Zugabe von Natriumhydrogencarbonatlésung zu lésen 
war. Aus der schwach alkalischen Lésung wurde durch 3maliges Ausathern iiber- 
schiiss. Fluordinitrobenzol entfernt. Nun wurde die noch gelbe Mutterlauge mit 
0,5-n. HCl angesaéuert, wobei erneut ein gelbes Pulver (B) erhalten wurde. Es 
wurde abgesaugt; die verbliebene Mutterlauge war frei von DNP-Aminosauren, sie 
enthielt nur Dinitrophenol. 
Nach wiederholtem Umkristallisieren von B aus waiBr. Alkohol lagen ” mg 
vom Schmp. 182,5° (DNP-L-Asparaginsaure) vor. 
CipH,O,N; (299,2) Ber. C 40,14 H 3,03 N 14,05 
Gef. C 40,26 H 2.93 N 14,05 


Nach Hydrolyse mit Barytwasser wurde Asparaginsiure papierchromato- 


graphisch identifiziert. Daraufhin wurde DNP-L-Asparaginsaiure hergestellt, die | 
sich nach Schmp. und Misch-Schmp. als identisch mit der aus dem Protein er- | 


haltenen erwies. 
Synthese der 2.4-Dinitrophenyl-L-asparaginsaure: 0,1 g L-Aspa- 


ragin und 0,25 g Natriumhydrogencarbonat in 25 ccm Wasser wurden mit 0,2 g | 


“F luordinitrobenzol i in 25 ccm Athanol 2 Stdn. bei 20° geriihrt. Auf dem Wasser- 





bad wurde sodann der Alkohol im Vak. verdampft, wobei gleichzeitig die Amid- | 


gruppe verseift wurde. Nach Entfernung von iiberschiiss. Fluordinitrobenzol durch | 
Ausathern wurde mit 15-proz. Salzsiure angesiiuert, wobei DN P-L-Asparagin- 
saure in kleinen Nadeln ausfiel. Ausb. 0,14 g, Schmp. 182,5° nach Umkristallisation | 
aus waBr. Alkohol. 
CypH,O,N, (299,2) Ber. C 40,14 H 3,03 N 14,05 
Gef. C 40,35 H3,15 N 14,08 


Aufarbeitung der Fraktion A: 0,5g DNP-Protein wurden mit 7 cem | 


20-proz. Salzsdéure 24 Stdn. im geschlossenen Rohr bei 100° hydrolysiert. Nach dem | 
Abkiihlen wurde eine geringe Menge eines braunen Produktes (A,) abgesaugt. Es | 
wurde mit 10 ccm 2-n. HNO, wenige Min. aufgekocht. Nach Filtration wurde das | 


ganz schwach gelbe Filtrat mit Pyridin in der Warme neutralisiert. Das aus- i 
gefallene, fast farblose Produkt wurde in gleicher Weise noch 2mal gereinigt. | 
Schmp. 204°; Ausb. 5 mg. Die Verbindung stellt das O- DN P-Tyrosin dar. 


C\sH,30,N, (383,7) Ber. N 10,90 Gef. N 10,89 


2 mg wurden mit Barytwasser hydrolysiert, worauf papierchromatographisch 
Tyrosin nachzuweisen war. 

Das salzsaure Filtrat von A, wurde 5mal mit viel Ather ausgeschiittelt, weiterer 
Ather blieb farblos. Die vereinigten atherischen Lésungen (A,) wurden 2mal mit 
wenig Wasser, das mit der salzsauren Lésung (A) vereinigt wurde, gewaschen. In 
A, war nach dem Einengen im Vak. papierchromatographisch mit 6 verschiedenen 
Entwicklungsgemischen nur der gelbe Fleck von ¢-DNP-Lysin als solcher sichtbar. 
Die auBerdem noch vorhandenen freien Aminosauren stérten hierbei nicht, da sie 
erst nach dem Bespriihen mit Ninhydrin und Erhitzen sichtbar werden. Im n- | 
Butanol-Wasser-Chromatogramm von A, fehlte Lysin, ein Zeichen, daB die Umsetzung 
des Proteins mit Fluordinitrobenzol praktisch das gesamte Lysin erfaBt hatte. Zur 
Identifizierung von e-Dinitrophenyl-lysin wurde fast die gesamte Lésung A, mit 
n-Butanol-Essigsiure-Wasser chromatographiert, worauf die gelbe Zone aus- 
geschnitten und im Soxhlet mit Athanol eluiert wurde. Nach dem Eindampfen 
wurde der gelbe Riickstand, der von den freien Aminosiuren noch Phenylalanin 
(gleicher Rr-Wert) enthalten konnte, in 15-proz. Salzsaiure hei® gelést und auf dem | 
Wasserbad langsam eingeengt. Beim Abkiihlen fiel das e-Dinitrophenyl-lysin aus. | 
Schmp. 212°, ebenso Misch.-Schmp. mit einer authent. Probe bei der gleichen | 
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Temperatur nach Umkristallisation aus wenig heiBer Salzsiiure und Alkohol + Salz- 
siure; Ausbeute einige mg. 

Cy2Hy0,N,HCl (348,7) Ber. C 41,40 H4,95 Gef. C 41,41 H 5,05 

Aufarbeitung der Fraktion A,: Beim Eindampfen des Athers hinterblieb 
ein gelbes Ol (etwa 10 mg), das durch Papierchromatographie mit den verschieden- 
sten Lésungsmitteln zunachst nicht in einzelne DNP-Aminosauren aufzuteilen war. 
Daher wurden 5 mg mit 1,5 ccm gesattigter Barytlésung 2,5 Stdn. unter RiickfluB 
auf dem Wasserbad hydrolysiert. Nach Entfernung von Ba?® mit Kohlendioxyd 
wurde die Lésung mehrfach papierchromatographisch getrennt. Hierbei wurde 
mit Phenol-Wasser, n-Butanol-Eisessig-Wasser, sek.- Butanol-Ameisensaure-W asser 
Leucin, Valin, Glutaminsiure und Asparaginsaure einwandfrei identifiziert. In der 
Atherfraktion A, hatten somit die DNP-Derivate dieser Aminosaiuren vorgelegen. 

SchlieBlich wurde ein Teil der Atherfraktion A, an Kieselgur™ bei py 4 
(Kieselgur [Merck], mit 0,5-m. prim. Kaliumphosphat. verriihrt, eingefiillt) chro- 
matographiert und nach Entwicklung mit wassergesattigtem Ather drei Fraktionen 
erhalten: Zone I, wanderte sehr langsam, Zone Ip langsam und Zone Ic lief rasch 
durch die Saiule. Zone Ic wurde in einer zweiten Saule bei py 6,5 (Kieselgur, mit 
(),4-m. Phosphatpuffer verriihrt, eingefiillt) in zwei Zonen getrennt (Zone Cr und C1). 
Die so erhaltenen Fraktionen wurden mit einem Gemisch aus n-Butanol-Athanol- 
Wasser?” (40: 10: 50 Vol.-Tle.) auf Papier chromatographiert : 











Zone DNP-Aminosiure | Rr 
Ta DNP-Asparaginsaure 0,30 
Ip DNP-Glutaminsaure 0,64 
Ic DNP-Valin und 0,78 

DNP.,,Leucin* 
Icir Dinitrophenol 0,85 


4. Kurzzeitige Umsetzung des Proteins mit Fluordinitrobenzol in 
Natriumhydrogencarbonatlésung: 0,097 g getrocknetes Protein und 0,215 g 
Natriumhydrogencarbonat wurden in 10 ccm Wasser suspendiert. Nach Zugabe 
von 0,034 g Fluordinitrobenzol in 10 cem Athanol wurde 3 Stdn. geschiittelt. 
Die Millonsche Probe war noch positiv. Sodann wurde das Protein abgesaugt, 
mit Wasser und Ather gewaschen. Ausb. 0,108 g. In der Mutterlauge befanden 
sich noch Fluordinitrobenzol, ferner Dinitrophenol und Spuren DNP-Asparagin- 
siure. Die Aufarbeitung wurde wie bei Versuch 2 vorgenommen. In der Ather- 
fraktion waren nur DNP-Asparaginsiure und DNP-Glutaminsaure zu finden. 

5. Umsetzung des Proteins mit Fluordinitrobenzol in Natrium- 
acetatlésung: 0,94 g getrocknetes Protein und 0,130 g Natriumacetat in 4 ccm 
Wasser wurden nach Zugabe von 0,050 g Fluordinitrobenzol in 8 ccm Athanol 
6 Stdn. geschiittelt. Der pH-Wert der Lésung war zu Versuchsbeginn 5,8. Ausbeute 

an DNP-Protein 0,103 g. In der Mutterlauge war keine DNP- Aminosaure nachzu- 
weisen. Nach Hydrolyse wurde wie bei Versuch 2 aufgearbeitet. In der Ather- 
fraktion fanden sich nur DNP-Asparaginséure und DNP-Glutaminsaure, in der 
salzsauren w&Brigen Phase nur e-Dinitrophenyl-lysin. 

6. Umsetzung des Proteins mit Fluordinitrobenzol in Phosphat- 
puffer vom pH7: 0,184 g Na,HPO,-H,0, 0,119 g KH,PO, und 0,165 g Protein 
wurden in 15 com Wasser mit der Lésung von 0,094 g Fluordintrobenzol i in 20 com 
Athanol versetzt. Beim Schiitteln wurde das Protein allmahlich gelb. Nach 17 Stdn. 
wurde aufgearbeitet. Ausbeute an DNP-Protein 0,178 g. Der Versuch zeigte das- 
selbe Ergebnis wie Vers. 5. 

7. Quantitative Untersuchung der Reaktion des Proteins mit 
Dinitrofluorbenzol: 0,022 g getrocknetes Protein und 0,056 g Natriumacetat 
wurden in 5 ccm Wasser gebracht. Man fiigte 0,013 g Dinitrofluorbenzol in 5 ccm 
Athanol zu. Nach 30stdg. Schiitteln bei Zimmertemperatur wurde das Protein 
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abgesaugt, mit Wasser und Ather gewaschen und getrocknet. Auswaage 0,0275 ¢ 
DNP-Protein, Gewichtszunahme 5,8 mg = 26,7%. Die Millonsche Probe war 
negativ. 

Die Mutterlauge wurde mit 2-n. NaOH 2 Stdn. unter RiickfluB gekocht. 
Sodann wurde auf 50 ccm aufgefiillt und im Stufenphotometer mit Filter 8 43 
die Konzentration an Dinitrophenol bestimmt; zuvor war eine Eichkurve auf- 
genommen worden. Die Dinitrophenol-Menge entsprach 6,65 mg Fluerdinitro- 
benzol, was eine Gewichtszunahme des Proteins von 5,8 mg bedeutet und mit der 
direkt bestimmten Gewichtszunahme iibereinstimmt. 

Nach Hydrolyse von 25,5mg DNP-Protein wurden e-DNP-Lysin, DNP- 
Asparaginsiure und DNP-Glutaminsaure ebenfalls mit Hilfe des Stufenphoto- 
meters nach Aufnahme von Eichkurven bestimmt. ¢e-DNP-Lysin wurde in 20-proz. 
Salzsiure mit Filter S 43 kolorimetriert, die beiden anderen DNP-Aminosauren in 
n-Butanol ebenfalls mit Filter S 43. 

In 21,7 mg Protein wurden so als DNP-Derivate gefunden: 1,92 mg Lysin, 
0,180 mg Glutaminsaure und 0,183 mg Asparaginsiure. Berechnet man die Amino- 
N-Werte der drei Aminosauren als Verhaltnis zu dem gesamten Fermentstickstoff 
(16,0%), so ergeben sich folgende Werte: Lysin 10,58%, Glutaminséure 0,48% 
und Asparaginsaure 0,55%. Bei zwei weiteren «-DNP-Lysin-Bestimmungen ergab 
sich 11,9% fiir das Verhaltnis Lysin-Amino-N : Gesamt-N. Nach Korrektur, erforder- 
lich durch die geringfiigige Zerstérung der Verbindung wahrend der Hydrolyse 
(Porter und Sanger’), berechnet sich ein Wert von 12,5% fiir das DNP-Derivat. 


Zusammenfassung ” 


Am Protein des ,,alten‘‘ gelben Fermentes wurde eine Endgruppen- 
bestimmung -nach der Fluordinitrobenzol-Methode vorgenommen. Bei 
Ausfiihrung der Reaktion in Natriumhydrogencarbonatlésung (20 Stdn.) 
wird DNP-L-Asparaginsiure abgespalten. Dies ist kaum der Fall bei 
3 Stdn. Reaktionszeit und gar nicht bei pu-Werten unter 7 (Phosphat- 
und Acetatpuffer). Asparaginsiure und Glutaminséure sind die so 
erfa8baren endstindigen Aminosauren mit freier Aminogruppe. Mit der 


Asparaginsdure sind Valin und ,,Leucin‘’ verkniipft. 
99 


Summary 


An end-group determination, employing the fluorodinitrobenzene 
methode, was undertaken on the protein of the ,,old‘‘ yellow enzyme. 
On carrying out the reaction in sodium hydrogencarbonate solution 
(20 hours), DNP-L-aspartic acid was split off. The hydrolysis was very 
slight after 3 hours and did not proceed at all below pu 7 (phosphate 
and acetate buffer). Aspartic acid and glutamic acid were found by this 
method to be terminal amino acids with free amino groups. Valine and 
leucine“ are attached to aspartic acid. 
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Uber die Tyrosinase der Calliphora-Larven 
Von 
Peter Karlson und Hans Schmid 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physiologisch-Chemischen Institut 
der Universitat, Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Januar 1955) 


Herrn Professor Alfred Kiihn zum 70. Geburtstag 


Bei der Verpuppung der Fliegenmaden ist eine auffallende Braun- 
firbung und Verhirtung der Larvencuticula bei deren Umwandlung in 
das Puppenténnchen zu beobachten. Nach Arbeiten von Pryor, Den- 
nell sowie Fraenkel und Rudall! handelt es sich dabei um den Ein- 
bau von Chinonen in die Proteine der Cuticula; die Chinone entstehen 
aus Tyrosin durch die Wirkung der Tyrosinase. — Die Vorginge in der 
Cuticula werden ausgelést durch das Metamorphose-Hormon, das vor 
kurzem von Butenandt und Karlson? in reiner kristallisierter Form 
dargestellt werden konnte. Die Anreicherung ‘wurde verfolgt mit dem 
modifizierten® Calliphora-Test von Becker und Plagge?, bei dem die 
Umwandlung der weiBen Larvencuticula in das braune Puparium am 
iiberlebenden Abdomen zur physiologischen Auswertung herangezogen 
wird. Da das Metamorphose-Hormon in vivo die Tatigkeit der Tyro- 
sinase in Gang setzt, haben wir uns die Frage vorgelegt, ob das System 
Tyrosin-Tyrosinase auch in vitro durch das Hormon beeinfluBt wird. Zur 
experimentellen Priifung dieser Frage sollte ein gereinigtes Tyrosinase- 
Priparat aus Insektenmaterial herangezogen werden. Die Darstellung 
dieses Enzympriparats bildet den Hauptgegenstand vorliegender Mit- 
teilung. 

Die meisten Untersuchungen iiber die Tyrosinase wurden an Enzymen pflanz- 
licher Herkunft (Champignons, Kartoffeln) durchgefiihrt. Zur Aufarbeitung von 
Insekten sind in der Literatur verschiedene Vorschriften angegeben worden®; es 
handelt sich aber dabei um sehr rohe Praparate. Nach Pincussen und Hamme- 
rich® ist das Ferment durch Extraktion in schwach alkalischem Milieu in geléster 
Form zu gewinnen, weitergehende Reinigungsversuche sind jedoch nie unternom- 
men worden. 

1) M. 1.G.M M. Pryor, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 128, 393 [1940]; M. G. M. 
Pryor, B. P. Russell u. A. R. Todd, Biochem. J. 40, 627 [1946]; R. Dennell, 
Proc.Roy. Soc. [London], Ser. B 184, 79 [1947]; G. Fraenkel u. K. M. Rudall, 
ebenda 184, 111 [1947]. 

2 A. Butenandt u. P. Karlson, Z. Naturforsch. 9b, 389 [1954]. 

3 P. Karlson u. G. Hanser, Z. Naturforsch. 7b, 80 [1952]. 

4 E. Becker u. E. Plagge, Biol. Zbl. 59, 326 [1939]. 

5 C.E.M. Pugh, Biochem. J. 24, 1442 [1930]; H.St. Raper in Bamann- 
Myrback, Die Methoden der preggo nee | (Thieme, Leipzig 1941), S. 2476; 
L. Pincussen u. T. Hammerich, Biochem. Z. 239, 273 [1931]; M. Graubard, 
J. Genetics 27, 199 [1933]; W.C. Evans u. H. 8. Raper, Biochem. J. 31, 2155 
[1937]. 
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Bei unseren Versuchen zur Anreicherung der Tyrosinase verwen. 
deten wir erwachsene Larven der SchmeiBfliege Calliphora erythro- 
cephala als Ausgangsmaterial. Zwar sind die Fliegenpuppen bequemer z1i 
handhaben, ergeben aber wechselnde und z. Tl. recht geringe Ausbeuter: 
an Fermentaktivitaét. Eine Konservierung des Insektenmaterials war in 
einfacher Weise als Acetontrockenpulver méglich. Das Trockenpulver 
behalt, bei 0° aufbewahrt, seine volle Wirksamkeit mindestens 6 Monate 
lang und dient als bequemes Ausgangsmaterial fiir die Bereitung der 
Enzympraparate. — Die Aktivitit der einzelnen Ausziige und Fraktionen 


wurde in Anlehnung an die Methode von Graubard und Nelson® durch | 


Messung der Sauerstoffaufnahme im Warburg-Apparat bestimmt. 

In zahlreichen Versuchen haben wir uns bemiiht, das Enzym mit 
Wasser (mit und ohne Chloroformzusatz’), verdiinnten Salzlésungen oder 
Puffern von verschiedenem px in Lésung zu bringen, jedoch ohne Erfolg. 
Zwar wurde nach Verreiben des Ausgangsmaterials mit Phosphatpuffer 
im py-Bereich 7,2—8,0 und Zentrifugieren ein erheblicher Teil der 
Enzymaktivitat im Uberstand gefunden, es handelte sich aber nicht um 


geléstes Enzym. Die Tyrosinase ist an sehr kleine Partikeln ge- | 
bunden, deren Isolierung durch fraktioniertes Zentrifugieren méglich | 


ist: Bei 25000-facher Erdbeschleunigung bleiben sie suspendiert, werden 


aber in der Ultrazentrifuge bei 60000 g abgeschleudert. Wie Tab. 1 | 


zeigt, lieB sich dadurch eine gute Anreicherung des Enzyms erzielen. 


Tab. 1. Fraktionierte Zentrifugierung eines Calliphora-Trockenpulver-Extrakts. 




















Gesamt-Aktivitat Einheiten 
(Einheiten) pro mg N 
30 Min. mit 25000 g Uberstand 4.3 0,40 
zentrifugiert Riickstand -- 
60 Min. mit 60000 g Uberstand 1,1 0,11 
zentrifugiert Riickstand 2,9 3,43 


Ohne die Verwendung der Ultrazentrifuge laBt sich ein zwar weniger 


reines, aber fiir die meisten Versuche brauchbares Enzympriparat in | 
der Weise herstellen, daB die ,,L6sung‘ in Phosphatpuffer mit Ammo- | 


niumsulfat zu 30°% gesattigt wird. Der Niederschlag wird abgetrennt 


und sofort in Wasser aufgenommen. Das so erhaltene Praparat ist sub- | 
stratfrei und véllig stabil. Es 1aBt sich ohne Aktivititsverlust lyophili- | 


sieren. 
Statt des Ammoniumsulfats kann waGriges Athanol in der Kalte zur Fallung 


und Anreicherung der Tyrosinase Verwendung finden. Das Enzym wird auch durch | 
pu-Verschiebung unter py 6 niedergeschlagen, dabei erfolgt aber rasch Inakti- | 
vierung. Dagegen ist die Stabilitat gegen die Substrate sehr viel gréBer als bei 


pflanzlicher Tyrosinase. 


6 M.Graubard u. J. M. Nelson, J. biol. Chemistry 111, 757 [1935]. 
7M. Graubard, 1. ¢.5. 
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Die oben angewandten Bedingungen der Zentrifugierung und die 
beschriebenen Eigenschaften der Tyrosinase aus Calliphora-Larven ent- 
sprechen den von Lerner und Mitarbeitern® bei der Untersuchung der 
Tyrosinase der Maiusemelanomen erhaltenen Ergebnissen. Dieses Enzym 
ist gleichfalls an Partikeln gebunden, deren GréBenordnung den Mikro- 
somen der Wirbeltierorgane entspricht (auch in diesem Falle war das 
Ferment urspriinglich fiir léslich gehalten worden ®). Wir halten es fiir 
méglich, daB die Bindung an Partikeln von MikrosomengréBe fiir die 
tierischen Tyrosinasen typisch ist im Gegensatz zur pflanzlichen Tyro- 
sinase, die als lésliches Enzym vorliegt. 

An dem nach dem oben beschriebenen Verfahren gewonnenen Tyro- 
sinasepraparat haben wir den EinfluB des Metamorphosehormons auf 
die Aktivitat gepriift. Die Annahme von Dennell!®, daB die im Calli- 
phora-Test wirksamen Stoffe als Substrate der Tyrosinase fungieren und 
dadurch die Chinongerbung in der Cuticula auslésen, ist schon friiher 
von Karlson und Hanser" als unwahrscheinlich nachgewiesen und 
durch die [solierung des reinen Hormons? endgiiltig widerlegt worden; 
das Hormon enthilt weder eine phenolische OH-Gruppe noch ein aro- 
matisches Ringsystem, und die Wirksamkeit an Diapause-Puppen von 
Schmetterlingen (C. M. Williams, Privatmitteilung; vgl. auch I. c.’) 
beweist die Identitit des im Calliphora-Test wirksamen Stoffes mit dem 
Hormon der Prothorakaldriise. 

Nach dem Verhalten der iiberlebenden Abdomina im Calliphora- 
Test war jedoch die Méglichkeit einer Aktivator-Wirkung in Betracht 
zu ziehen. Es wurde daher zu den Systemen Tyrosin-Tyrosinase bzw. 
Dopa-Tyrosinase Metamorphose-Hormon zugesetzt und die Geschwindig- 
keit der Oxydation gemessen. 

Zu diesen im Herbst 1953 durchgefiihrten Versuchen stand uns das kristalli- 
sierte Hormon noch nicht zu Verfiigung. Sie wurden mit einem hoch angereicherten 
Praparat durchgefiihrt, das die Calliphora-Hinheit in 0,15y enthielt. Wir kénnen 
heute abschatzen, daB dieses Priparat etwa 5% reines Hormon enthalten haben 
mu. Einige Versuche wurden mit einem 5mal reineren Praiparat durchgefiihrt 
und hatten die gleichen Ergebnisse. 

Wie Abb. 1 zeigt, wird die enzymatische Oxydation von Dopa durch 
Zusatz des Metamorphosehormon-Priparats nicht beeinfluBt. Bei der 
Verwendung von Tyrosin als Substrat (Abb. 2) und groBen Mengen Hor- 
monkonzentrat ist eine Verkiirzung der Induktionsperiode zu beobach- 
ten, spater jedoch ist die Oxydationsgeschwindigkeit in beiden Ansiitzen 
gleich, die Kurven laufen parallel (vgl. auch Tab. 2). Der gleiche Effekt 
wird durch Spuren von Brenzcatechin (Abb. 2, Kurve 4) oder Dopa her- 
vorgerufen, wie schon lange bekannt ist?*. Er ist im tibrigen nicht auf 


8 A.B. Lerner, T. B. Fitzpatrick, E.Calkins u. W.H.Summerson, 
J. biol. Chemistry 178, 185 [1949]. 

® G. H. Hogeboom u. M.H. Adams, J. biol. Chemistry 145, 273 [1942]. 
10 R. Dennell, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 186, 94 [1949]. 
1 P. Karlson u. G. Hanser, Z. Naturforsch. 8b, 91 [1953]. 

2 Vgl. dazu A. B. Lerner, Advances in Enzymol. 14, 72 [1953]. 
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” 


das Hormon, sondern auf Begleitstoffe zuriickzufiihren, wie Versuche 
mit hdher gereinigten Praparaten zeigten (Tab. 2). Das Hormon wird 
von der Tyrosinase nicht verindert; nach 24-stdg. Inkubation war die 
biologische Aktivitit voll erhalten. 
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Abb. Ll. Einflu8 des Hormons auf die Dopa-Oxydation. x—-x Dopa ohne Zusatz, 


A.--A mit 20 y Hormonkonzentrat, mit 200 y Hormonkonzentrat. 


In unreinen Hormonpraparaten finden sich Begleitstoffe, die als Substrate 
fiir die Tyrosinase dienen kénnen, Zum Teil mag es sich dabei um Dioxopiperazine 
handeln, die den Tyrosinrest enthalten und die in reiner Form isoliert und identifi- 
ziert werden konnten!’, Daneben kommen aber noch nicht identifizierte Verbin- 
dungen in Frage, die in manchen Fraktionen papierchromatographisch nach- 


gewiesen und durch die Kupplungsreaktion mit diazotierter Sulfanilsiure sichtbar | 


gemacht wurden", 
8 W. Zillig, Dissertat., Tiibingen 1952. 
4 P, Karlson, Habilitationsschrift, Tiibingen 1953. 
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Die in Abb. 1 und 2 zusammengefaBten Ergebnisse lassen erkennen, 
daB die Tyrosinase in vitro vom. Metamorphose-Hormon nicht beein- 
flu8t wird. Die biochemischen Zusammenhinge zwischen der Wirkung 
des Hormons und der Tiatigkeit der Tyrosinase in der Cuticula sind 
offenbar komplizierterer Natur. Weitere Untersuchungen zu dieser Frage 
sind im Gange. 
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Abb. 2. EinfluB des Hormons auf die Tyrosin-Oxydation. e—e Tyrosin ohne Zu- 
satz, o--o mit 20 y-Hormonkonzentrat, x----x mit 200 y Hormonkonzentrat, 
o—o mit 20 y Brenzcatechin. 


Beschreibung der Versuche 


Bestimmung der Tyrosinase-Aktivitat 

Die Messungen wurden im Warburg-Apparat bei 25° und mit einer Schiittel- 
frequenz von 100 pro Min. durchgefiihrt. In die etwa 15 ml fassenden Reaktions- 
gefaBe wurden 0,5 ml des zu priifenden Fermentpraparats und 2 ml Phosphatpuffer 
vom pH 6,8 gegeben, in den Seitenarm 0,5 m/ Substratlésung; normalerweise 
verwendeten wir p-Kresol (8 mg/ml) mit einem Zusatz von Brenzcatechin 
(0,02 mg/ml) zur Herabsetzung der Induktionsperiode. Nach 10 Min. Temperatur- 
ausgleich wurden die Hahne geschlossen und die Substratlésung eingekippt. 
Gemessen wurde die Sauerstoffaufnahme von der 10.—30. Minute; wahrend dieser 
Zeit wird von 1 Kresolase-Einheit Enzym (K.E.) eine Sauerstoffaufnahme von 
200 yl (10 ul O,/Min.) hervorgerufen. 


Darstellung des Acetontrockenpulvers 


100 g Calliphora-Larven wurden mit stark gekiihltem Aceton eben bedeckt, 
in einer Aceton-Kohlensaure-Kaltemischung hartgefroren, homogenisiert, mit noch 
etwa 400 m/ Aceton versetzt und an der Saugpumpe abfiltriert. Der Filterriickstand 
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wurde noch zweimal mit je 400 m/ Aceton verriihrt und abgesaugt, wobei dic 
Temperatur unter —5° gehalten wurde, und zum SchluB an der Luft getrocknet. 
Das weiBe Pulver wurde im Kiihlschrank aufbewahrt. 


Fraktionierte Zentrifugierung 


Das Acetontrockenpulver wurde mit der 30fachen Menge m/15-Na,HPO,- 
Lésung vom px 8,0 versetzt und 10 Stdn. bei 0° stehen gelassen. Die schwarzlich 
gefairbte Suspension wurde 10 Min. bei 600g zentrifugiert und der Riickstand 
verworfen. Der Uberstand, der etwa die Halfte der Gesamtaktivitat enthielt. 
wurde 20 Min. mit 10000 g und 30 Min. mit 25000 g zentrifugiert (die Temperatur 
stieg dabei bis auf 30°). Die Riickstaénde waren sehr gering und zeigten praktisch 
keine Aktivitat; der Uberstand, der das Enzym enthielt, wurde in der Ultra- 
zentrifuge bei 60000 g 1 Stde. zentrifugiert. Dabei wanderte der gréBte Teil des 
Enzyms in den Niederschlag (vgl. Tab. 1); dieser lieB sich mittels einer Injektions- 
spritze leicht in Wasser suspendieren und ergab eine klare, etwas braunlich gefarbte. 
vollig stabile ,,Loésung“. 


Reinigung durch Ammoniumsulfat-Fallung 


Das Acetontrockenpulver wurde wie oben beschrieben mit Phosphatpuffer 
vom py 8,0 extrahiert und die Suspension zentrifugiert. Der Uberstand wurde 
20 Min. mit 10000 g zentrifugiert, der geringe Riickstand verworfen und der Uber- 
stand mit Ammoniumsulfat bis zu 30% Sattigung versetzt, wobei durch Zusatz von 
10-proz. Ammoniak ein py-Wert von 7,5—8,0 eingestellt wurde. Der ausgefallene 
Niederschlag wurde rasch abzentrifugiert und sofort griindlich mit Wasser verriihrt 
(etwa dem halben Volumen der Ausgangslisung). Ein geringfiigiger Niederschlag, 
der sich nach einiger Zeit bildete, wurde durch 20 Min. langes Zentrifugieren bei 
10000 g entfernt. Die so erhaltene stark gefarbte Suspension war substratfrei und 
beim Aufbewahren in der Kalte mehrere Wochen haltbar. 


Priifung des Metamorphose-Hormons auf Aktivator-Wirkung 


Hierzu wurde ein durch Ammoniumsulfat-Fallung gereinigtes Tyrosinase- 
Praparat verwendet, das in den Seitenarm der Warburg-GefaBe gegeben wurde 
(0,5 ml, enthaltend 0,84 K.E.). Der Hauptraum enthielt 10 “Mol Substrat (Tyrosin 
bzw. Dopa) in 1,5 ml Phosphatpuffer von py 6,8 gelést, sowie die in Tab. 2 an- 
gegebene Menge Hormonkonzentrat, in 0,2 m/l Wasser gelést. Die Messung der 
Sauerstoffaufnahme wurde iiber mehrere Stunden ausgedehnt, da bei Tyrosin als 
Substrat eine Induktionsperiode von nahezu 2 Stdn. auftrat. Die gefundenen 
Werte sind in Tab, 2 aufgefiihrt (vgl. auch Abb. 1 und 2). 


Tab. 2. Wirkung des Metamorphose-Hormons auf die Tyrosinase-Aktivitat in vitro. 














Hormonkonzentrat Gesamte Sauer- Geschwindigkeit 
Substrat stoffaufnahme pl O,/h von der 
neg C. E.* (ul) in 3 Stdn. 3. bis 4, Stde. 
0 (Kontr.) 208 53 
Thain 2 13,3 202 49 
Pe 20 133 208 48 
200 1330 196 52 
( (Kontr.) 16 13 
2 13,3 21 12 
Tvrosin 20 133 22 13 
200 1330 34 15 
200 10000 2: 9 
20 Brenzcatech. 32 14 
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In einem weiteren Versuch wurden Hormonkonzentrat und Enzymlésung 
gemischt und ohne Zusatz von Substrat bei Zimmertemperatur 24 Stdn. an der 
Luft stehen gelassen. Dann wurde die Lésung entsprechend verdiinnt und den 
Calliphora-Larven in iiblicher Weise injiziert. Die Auswertung ergab 
fiir Hormonlésung vor der Tyrosinase-Behandlung 

mit 0,25 y 82%, mit 0,125 y 38% Wirksamkeit 
fiir Hormonlésung nach der Tyrosinase-Behandlung 
mit 0,25 y 73%, mit 0,125 y 44% Wirksamkeit. 


Herrn Prof, Butenandt danken wir fiir die Férderung unserer Arbeit. 


Zusammenfassung 


Es werden zwei Methoden zur Anreicherung der Tyrosinase der 
Fliegenlarven beschrieben. Das Enzym ist an Zellstrukturen von der 


_ GréBe der Mikrosomen gebunden. 


Das Metamorphose-Hormon hat in vitro keine Aktivator-Wirkung 


~ auf die Tyrosinase. 


Summary 


Two methods for the concentration of tyrosinase in fly larvae are 


| described. The enzyme is linked to cell structures of the size of the 


microsomes. 
The metamorphosis hormone has no activator effect on tyrosinase 
in vitro. 
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Die Tyrosinaseaktivitat wahrend der Pupariumbildung von 
Calliphora erythrocephala 


Von 
Peter Karlson und Eberhard Wecker 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physjologisch-Chemischen Institut 
der Universitat Tiibingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Januar 1955) 


Herrn Professor Alfred Kiihn zum 70. Geburtstag 


Bei der Umwandlung der Fliegenmade in das Puparium (Puppen- 
ténnchen) spielt das Enzym Tyrosinase eine besondere Rolle: Als Pro- 
dukt der enzymatischen Reaktion entstehen Chinone, die die Verhiir- 


‘wirken!. Die Tyrosinase ist jedoch schon lingere Zeit vor der Verpup- 
pung vorhanden, ebenso die Aminosiiure Tyrosin, ohne daB Enzym und 
Substrat miteinander reagieren. Die Reaktion setzt erst nach der Aus- 
schiittung des Metamorphose-Hormons ein; der physiologische Prozel 
der Chinongerbung in der Cuticula ist eine Reaktion des Organismus auf 


morphose-Hormons durch Butenandt und Karlson? sehr bewiihrt. 


lung*® wurde gezeigt, daB das Hormon in vitro kein Aktivator der Tyro- 
sinase ist und da die Aktivierung in vivo noch einer Klarung bedarf. 
Wir berichten hier iiber Versuche, die den Zusammenhang der Tyro- 
sinase-Aktivitaét mit der Tatigkeit anderer Enzymsysteme beleuchten 
sollen. 


Fiir die im Larvenstadium vor der kritischen Periode der Hormonausschiittung 
offensichtlich bestehende Hemmung der Tyrosin-Tyrosinase-Reaktion war von 
friiheren Untersuchern ein spezifischer Inhibitor’ bzw. eine inaktive Vorstufe des 
Ferments® verantwortlich gemacht worden. Im Gegensatz dazu vertrat R. Den- 


1 a) R.Dennell, Proc. Roy.Soc. [London], Ser. B 184,79 [1947]; b) G.Fraen- 
kel u. K. M. Rudall, ebenda 184, 111 [1947]; c) R.H. Hackman, Biochem. J. 
54, 371 [1953]. 

2 A. Butenandt u. P. Karlson, Z. Naturforsch. 9b, 389 [1954]. 

3 P. Karlson u. H. Schmid, diese Z. 300, 35 [1955], vorstehend. 

4M. Graubard, J. Genetics 27, 199 [1933]. 

5 J. H. Bodine, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 88, 717 [1953]; Proc. Nat. Acad. 
Sci. USA 40, 513 [1954], E. Ohnishi, Jap.J. Zool. 11, 69 [1953]; Annot, Zool. Jap. 
27, 33 [1954]. 
®§ R. Dennell, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 186, 94 [1949]. 


tung und Verfirbung der Cuticula (im Sinne einer Chinongerbung) be- | 
g g 


das Metamorphose-Hormon. Sie kann zu dessen Auswertung heran- | 
gezogen werden; dieser Test hat sich bei der Isolierung des Meta- | 


nel118,8 die Auffassung, daB durch die Tatigkeit einer Dehydrase im Larvenstadium © 
ein niedriges Redoxpotential eingestellt wird, welches eine Tatigkeit der Tyrosinase © 





Die geschilderten Tatsachen lassen erkennen, daB eine der Wir- | 
kungen des Metamorphose-Hormons die Aktivierung oder Enthemmung | 
des Tyrosin-Tyrosinase-Systems ist. In einer vorangegangenen Mittei- | 
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verhindern wiirde. Erst mit Absinken der Dehydrase-Aktivitat kénnte die Tyro- 
sinase mit dem Substrat reagieren. 

Bei der Nacharbeitung der Versuche von R. Dennel1§ sind wir einigen Schwie- 
rigkeiten begegnet; vor allem zeigte es sich, da8 in den Enzymextrakten aus Calli- 
phora-Larven autoxydable Substanzen enthalten sind, die bei der gewahlten Ver- 
suchsanordnung stéren. Ihre Konzentration scheint vom Larvenalter abzuhangen. 
Die Natur dieser Substanzen ist noch nicht geklart. 


Wir haben uns deshalb der Methode der selektiven Vergiftung be- 
dient, um die Aktivitét der verschiedenen Enzymsysteme getrennt zu 
erfassen. Die Sauerstoffaufnahme von Larvenschnitten wurde im War- 
burg-Apparat manometrisch gemessen. Durch Zusatz von Phenylthio- 
harnstoff kann die Tyrosinase spezifisch gehemmt werden; die Differenz 
zwischen unvergiftetem und phenylthioharnstoff-vergiftetem Ansatz (in 
ul O,/Min.) bezeichnen wir als Tyrosinase-Aktivitat. — Kalium- 
eyanid (m/100) blockiert die Tyrosinase und das Cytochromsystem, der 
Unterschied im Sauerstoffverbrauch zwischen phenylthioharnstoff-ver- 
giftetem und cyanid-vergiftetem Ansatz ist ein MaB fiir dieCytochrom- 
Atmung. Nach Zusatz von Cyanid bleibt eine Restatmung iibrig, die 
hier ,.cyanid-unempfindliche Atmung*“ genannt wird. Unsere Ver- 
suche lassen keine Entscheidung dariiber zu, ob sie durch Flavinenzyme 
vermittelt wird oder auf die Tatigkeit des Cytochroms b,, das bei Pla- 
tysamia cecropia (Lepidoptera) eine cyanidunempfindliche Atmung 
katalysiert’, zuriickgeht. — Der MeBmethode nach ist unsere ,,cyanid- 
unempfindliche Atmung“‘ mit der ,,Dehydrase-Aktivitét’ von Dennell 
gleichzusetzen *. 


Material und Methoden 


Die Calliphora-Larven wurden Massenzuchten unseres Instituts entnommen, 
die taglich frisch gefiittert waren (mit Muskelfleisch von Rind oder Pferd). Ihr 
Alter war auf den Tag genau bekannt; auf eine noch genauere Altersbestimmung 
konnte verzichtet werden, da die gesamte Entwicklungszeit um + 1 Tag variiert. 
Meistens verpuppten sich die Tiere am 8. oder 9. Entwicklungstag. 

Die Larven wurden vor dem Versuch griindlich mit Wasser gewaschen. Fiir 
eine Messung wurden jeweils 3 Tiere verwendet. Sie wurden mit einem Rasier- 
messer fein zerschnitten und mit wenig m/15-Phosphatpuffer vom py 6,8 in das 
ReaktionsgefaB iiberfiihrt. 

Die Sauerstoffaufnahme wurde manometrisch im Warburg-Apparat bei 25° 
und einer Schiittelfrequenz von 100/Min. gemessen. Die verwendeten Trége hatten 
ein Gesamtvolumen von etwa 15 ml. Im inneren Einsatz befanden sich 0,3 ml 
1-n.NaOH oder bei den mit KCN vergifteten Ansatzen eine Mischung von NaOH 
und KCN nach den Angaben von Krrebs® sowie ein Streifen Filtrierpapier. Bei den 
vergifteten Ansaitzen wurden 0,2 ml einer wassr. m/100-Phenylthioharnstofflésung 
oder 0,2 ml m/100-KCN pn Pe yh das Fliissigkeitsvolumen wurde mit m/15-Phos- 
phatpuffer vom px 6,8 auf 2,0 m/ gebracht. Bei den Versuchen iiber die Anilin- 
wirkung wurden zunachst 0,2 ml einer wassr. m/5-Anilinlésung zugesetzt und spater 
aus dem Seitenarm noch 0,5 mi derselbem Lésung eingekippt. 


? A.M. Pappenheimer jr. u. C.M. Williams, J. biol. Chemistry 209, 
915 [1954]; Britton Chance u. A. M. Pappenheimer jr., ebenda 209, 931 [1954]. 
8 H. A. Krebs, Biochem. J. 29, 1620 [1935]. 
* Ein gewisser Unterschied besteht hinsichtlich des pu der Messung. 
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Als Thermobarometer diente eine entsprechende Lésung ohne Gewebe. Nach 
10 Min. Temperaturausgleich wurden die Haihne geschlossen und mit der Ablesung 
begonnen. Bei allen Versuchen wurden drei Parallelansitze gemessen und der 
Durchschnittswert verwendet. 


Ergebnisse 


Die Sauerstoffaufnahme unter den verschiedenen Versuchsbedin- | 
gungen ist fiir 5 Tage alte Larven in Abb. 1, fiir weiBe Puppenténnchen - 















































360 y. 
s | J. — Tyrosinase -Aktivitat 
® 330 361 Op in 120 Min. 
a / = 03 ul 02 /Min. 
s / -. 
So F 
i] § 
270 | 
Cytochromatmung - { 
240 a Q, in 120 Min. j 
| =175 5il 0; /Min. 
210 i 
180 j 
| 
{ 
150 i 
120 
90 
J C 
wal cyanid-unempfindliche 
] Atmung 
- = 102 yl Q, in 120 Min 
1 = 0.85 ssl 0; / Min. 
30 























10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 120 

Min. 

Abb. 1. Sauerstoffaufnahme 5 Tage alter Calliphora-Larven (Schnitte); A unver- 
giftet, B mit Phenylthioharnstoff, C mit Kaliumcyanid vergiftet. 





in Abb. 2 dargestellt. Man erkennt sofort, das die Gesamtsauerstoffauf- — 
nahme bei den weiBen Vorpuppen geringer ist, und zwar sind die drei © 
GréBen Tyrosinase-Aktivitaét, Cytochromatmung und cyanidunempfind- © 
liche Atmung, deren Gewinnung an Abb. 1 nochmals deutlich gemacht — 





We 


ko 





(1955) 
». Nach 


ylesung 
nd der 


liche 





RD shone: 


bees nanan Sa 


Bd. 300 (1955) Die Tyrosinaseaktivitat bei Calliphora 45 


ist. in ganz verschiedener Weise betroffen. Aus Tab. 1 ist die Verande- 
rung dieser GréBen im letzten Larven- und friihen Puppenstadium zu 
entnehmen. 

Die Tyrosinase-Aktivitat nimmt zu, und zwar vor allem im 
friihen Puppenstadium, wie nach dem biologischen Verhalten zu er- 
warten ist. Indessen beruht das nicht auf einer Zunahme der Enzym- 
konzentration ; wir haben nach der Methode von Karlson und Schmid? 
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Abb. 2. Sauerstoffaufnahme weiBer Vorpuppen von Calliphora (Schnitte) ; 
A, B und C wie bei Abb. 1. 


Tab. 1. Enzymaktivitaten in yl O,/Min. bei Tieren verschiedenen Alters. 








Cyanidunempfindliche 
Tyrosinase- | Cytochrom- Atmung 
Altersgruppe Aktivitat Atmung in % der At- 
#1 0,/Min. | “1 O,/Min, | ; ul O,/Min,| mung ohne 
Tyrosinase 
| Larven,5 Tage... . 0,3 1,75 0,85 33% 
|| Larven,7 Tage... . 0,48 1,05 0,85 44% 
weiBe Vorpuppen. . . 1,0 0,42 0,42 50% 
braune Puppen. .. . 1,35 0,10 0,36 78% 
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Tyrosinasepraparate aus 7-Tage-Larven und weifen Vorpuppen herge- 


_ stellt und konnten keinen Unterschied im Enzymgehalt finden. Ein 


Mangel an Substrat in der Larve ist gleichfalls auszuschlieBen ; erstens 


| erhéht Zugabe von Substrat (Tyrosin oder p-Kresol) zu den Ansitzen 


die Tyrosinase-Aktivitat nur unwesentlich (um 5%), zweitens steigt nach 
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Messungen von Fraenkel und Rudall'” der Tyrosingehalt gerade kurz 
ver der Verpuppung stark an (von 3,1 mg/g auf 7,1 mg/g), um mit der 
Pupariumbildung plétzlich unter 1 mg/g Larve abzusinken. Wir haben 
auch beobachtet, daB bei Puppen die wie oben gemessene Tyrosinase- 
Aktivitat (in wlO,/Min.) bei langerer Versuchsdauer geringer zu werden 
scheint, was wohl als Erschépfung des Tyrosinvorrats zu deuten ist. 

Die cyanidunempfindliche Atmung, die nach Dennell in 
erster Linie die Aktivitit der Tyrosinase beeinflussen soll, erweist sich 
als der am wenigsten veranderliche Faktor. Absolut betrachtet, sinkt 
sie auf die Halfte ab; ihr Anteil an der Gesamtatmung (ohne Tyrosinase) 
nimmt jedoch zu, er betragt bei braunen Puppen 78% (Tab. 1, Spalte 4). 
Daraus erhellt, daB die Stoffwechselprozesse, die die hier gemessene 
..cyanidunempfindliche Atmung‘ ausmachen, im Vorpuppen- und 


Puppenstadium eine gréBere Rolle spielen als bei der Larve. Das steht | 
im Gegensatz zu den Annahmen von Dennell, denen wir uns deshalb | sats 


nicht anschlieBen kénnen. 


Die Cytochromatmung zeigt im betrachteten Zeitraum die | 
stiirksten Anderungen, sie geht sehr stark zuriick. Diese Beobachtung ist © 


in Einklang mit Messungen von Bodenstein und Sacktor® an Dro- 
sophila virilis (Diptera), von Schneiderman und Williams?® an 
Platysamia cecropia (Lepidoptera) und von Ludwig" an Popillia 
japonica (Coleoptera), die fanden, dai mit Beginn der Puppenruhe die 
intensive, vom Cytochromsystem vermittelte Atmung stark reduziert 
wird. 

Wihrend die Cytochromatmung auf etwa 1, absinkt, steigt die 


Tyrosinase-Aktivitat auf das dreifache an. Wenn zwischen der Aktivitét 
der hier betrachteten Enzymsysteme iiberhaupt ein ursiichlicher Zu- | 
sammenhang besteht, so sollte er an dieser Stelle zu suchen sein. Als | 
verbindendes Glied war ein Zwischenprodukt der Tyrosin-Oxydation, © 
das Dopachinon, in Betracht zu ziehen, weil es mit der entsprechenden © 2 
| Ube 


Dihydroverbindung ein Redoxsystem bilden und so als Ubertriagersub- 
stanz zwischen Dehydrasen und Cytochromen fungieren kann. Wir haben 
deshalb den EKinfluB von Anilin auf die Atmung der Larvenschnitte ge- 


priift; Anilin bildet mit Dopachinon das Dianilino-dopachinon'!*, das | 
als Substrat fiir die Tyrosinase und wahrscheinlich auch als Ubertrager- © 
| dab 
Zusatz von Anilin hat einen miBigen Riickgang des gesamten | ™t 
/ nun 


substanz ausfallt. 


Sauerstoffverbrauchs zur Folge. Bei gleichzeitiger Vergiftung der Tyro- 
sinase durch Phenylthioharnstoff zeigt sich ein iiberraschend groBer 


Effekt auf die Cytochromatmung, und zwar eine Hemmung, die wesent- | 
. thes 


lich stiirker ist als der Summe der beiden Inhibitionswirkungen ent- 
spricht (Abb. 3). Bei hoher Anilinkonzentration ist die Rate der Sauer- 


® D. Bodenstein u. B. Sacktor, Science [Washington] 116, 299 [1952]. 
10H. A.Schneiderman u. C. M. Williams, Biol. Bull. 105, 320 [1953]. © 
1 P—P. Ludwig, J. gen. Physiol. 86, 751 [1953]. 
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stoffaufnahme nach einiger Zeit nicht gréBer als im cyanid-vergifteten 
Ansatz, d. h. die Cytochromatmung kommt vollig zum Erliegen. — Bei 
Siugetiergewebe (gepriift wurde Schweineherzhomogenat) hatte Anilin 
eine deutlich hemmende Wirkung auf die Atmung, aber der Kombi- 
nationseffekt von Anilin + Phenylthioharnstoff trat nicht auf. 






































| 150 A 
Abb. 3. EinfluB von Anilin auf den 8 if 
Sauerstoffverbrauch von Schnitten 4 220 
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Diskussion 


Wie kiirzlich von Martius und Mitarbeitern™ gezeigt wurde, spielt 
beim Saéugetierorganismus das Vitamin K (Phyllochinon) eine bedeu- 
tende Rolle als Mittlersubstanz zwischen dehydrierenden Enzymen und 
der Atmungskette. Es wird von der Phyllochinonreduktase bei Gegen- 
wart von hydriertem Diphosphopyridinnucleotid reduziert und kann von 
Cytochrom b wieder oxydiert werden. Wenn wir arbeitshypothetisch 


~ annehmen, da bei Insekten das Dopachinon in ahnlicher Weise als 


| Ubertragersubstanz zwischen Dehydrasen und Cytochromkette fungiert, 


dann wird die Hemmung der Atmung durch Anilin verstindlich, denn 


_durch Abfangen des Dopachinons als Dianilinoverbindung muf der 


das | 
iger- © 
| da durch Vergiftung der Tyrosinase die Nachlieferung des Dopachinons 


‘yro- 
oBer 


Wasserstofftransport an dieser Stelle unterbrochen werden. Die poten- 
zierte Wirkung von Anilin und Phenylthioharnstoff erklart sich dadurch, 


aten | wnterbrochen wird und der Abfangeffekt besonders deutlich in Erschei- 


| nung tritt. 


ent- | 
_ these folgendermaBen beantwortet werden: Nach Lerner! kann Tyro- 


Die eingangs aufgeworfene Frage, warum die Tyrosinase in der 
Larve kein Melanin bildet, kann bei Unterstellung dieser Arbeitshypo- 


sin nur dann von der Tyrosinase oxydiert werden, wenn diese zuvor Dopa 


2 C. Martius, Vortrag 7. Kongr. Ges. physiol. Chemie Kiel 1954; vgl. auch 


. | Biochem. Z. 326, 24, 26 [1954]. 


13 A, B. Lerner, Advances in Enzymol. 14, 72 [1953]. 
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zu Dopachinon oxydiert hat. Wird aber das vorhandene Dopa vom Cyt». | 
chrom oxydiert, von einer ,,Dopachinon-Reduktase‘‘ wieder reduziert | 


und so fort, dann bleibt es der Tyrosinase entzogen, und die Tyrosin-” 





oxydation ist unméglich. Wir befinden uns im Stadium der ad infinitum : 
verlangerten Induktionsperiode. y 
Mit dem Abbau des Cytochromsystems, der nach unseren Versuchen | 
zu Beginn der kritischen Periode einsetzt und méglicherweise durch das — 
Hormon gesteuert wird (vgl. dazu C. M. Williams’), wird nicht mehr | 
alles Dopa vom Cytochrom oxydiert. Es steht der Tyrosinase zur Verfii- — 
gung, die nun — parallel mit der Oxydation des Dopa zu Dopachinon — | 
auch Tyrosin angreifen kann und neues Dopa bildet. Damit ist das | 
System Tyrosin-Tyrosinase aktiviert und vermag die zum Gerbungs. | 
prozeB der Cuticula benétigten Chinone bereitzustellen. Im Enzym- | 
versuch wiirden wir zu diesem Zeitpunkt eine Zunahme der Tyrosinase- 
Aktivitat feststellen ; das ist in der Tat der Fall. 
Die hier vorgetragene Deutung der Tyrosinase-Hemmung im| 
_Larvenstadium als ,,permanente Induktionsperiode“ hat den Charakter 
einer Arbeitshypothese. Es wird weiteren Versuchen vorbehalten bleiben, 
sie eingehend zu priifen. 


Herrn Prof. A. Butenandt haben wir fiir die Férderung unserer Arbeit und 
fiir sein stetes Interesse sehr zu danken. 


Zusammenfassung 


Bei Larven letzten Stadiums, Vorpuppen und jungen Puppen der 
SchmeiBfliege Calliphora erythrocephala wurden durch die Methode der 
selektiven Vergiftung die Tyrosinase-Aktivitat, die Cytochromatmung | 
und die cyanidunempfindliche Atmung bestimmt. Parallel mit dem An- 
steigen der Tyrosinaseaktivitait in der Vorpuppe und jungen Puppe 
wurde ein starkes Absinken der Cytochromatmung gefunden. Eine Ver- 
kniipfung des Tyrosin-Tyrosinase-Systems mit der Cytochromkette iiber 
das Redoxpaar Dopa-Dopachinon wird diskutiert. 


Summary 


The tyrosinase activity, cytochrome respiration and cyanide-insen- 
sitive respiration of final stage larvae, pre-pupae and young pupae of 
the blowfly Calliphora erythrocephala were determined by the method 
of selective poisoning. A marked reduction of the cytochrome respiration 
was observed parallel with the increase of the tyrosinase activity in pre- 
pupae and young pupae. A linkage of the tyrosine — tyrosinase system 
with the cytochrome chain via the redox system Dopa — Dopa quinone 
is discussed. 


14 C,M. Williams, Feder. Proc. 10, 546 [1951]. 
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Uber Protofibroin, 
die kristalline Hauptkomponente der Seidenfaser 


Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Otto Zeiss 


Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Technischen Hochschule Miinchen, 
Labor Prof. Waldschmidt- Leitz 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Januar 1955) 


In einer Vorlaufigen Mitteilung haben wir vor einiger Zeit iiber die 
Isolierung des kristallinen Hauptanteils aus Seidenfibroin berichtet?. 
Da diese Substanz sich inzwischen nach den Ergebnissen ihrer Analyse 
und den Befunden iiber die Anzahl und Reihenfolge ihrer Bausteine, die 
wir nachstehend wiedergeben, im wesentlichen als einheitlich erwiesen 
hat, soll sie als ,,Protofibroin“‘ bezeichnet werden. 

Die Entbastung der Rohseide, also die Abtrennung der Kittsubstanz 
Sericin von der Fasersubstanz, dem Fibroin, haben wir dyrch enzyma- 
tischen Abbau des Sericins, und zwar mit Papain als Enzym, vorgenom- 
men. Die Entbastung mit diesem Enzym verlauft naémlich, mit der durch 
andere Entbastungsmittel, auch enzymatische, verglichen, weitaus am 
schnellsten und, wie anzunehmen ist, ohne merklichen Abbau des Fi- 
broins selbst?: Die Viskositat des so entbasteten Fibroins, in seiner 
Lésung in Lithiumrhodanid bestimmt, findet man weitaus am héchsten, 
auch zeigt sie, verglichen mit der nach der Einwirkung anderer ge- 
briuchlicher Entbastungsmittel gemessenen, keinen Abfall bei langerer 
Entbastungszeit. Nach den im Versuchsteil angefiihrten Belegen zu 
schlieBen, die den Viskosititsabfall nach der Einwirkung zahlreicher 
anderer Entbastungsmittel wie verdiinnter Seifenlésung, Decansulfon- 
siure, auch von Pankreasproteinasen oder Pepsin, selbst von Wasser 
erweisen, tritt mit allen diesen Mitteln offenbar ein mehr oder weniger 
weitgehender Abbau des Fibroins ein. Auch hat es sich in besonderen 
Versuchen gezeigt, daB das Fibroin selbst, wenn es in fester Form vor- 
liegt, durch Papain nicht im mindesten angegriffen wird, sondern nur 
dann, wenn es eine Dissoziation durch die Lésung in konzentrierter 
Lithiumrhodanidlésung erfahren hat. 


Die Dissoziation durch ein Lésungsmittel, bei welcher es vermutlich 
zur Aufhebung von Wasserstoffbriicken zwischen den parallel gelagerten 
1 EK. Waldschmidt-Leitz u. O. Zeiss, diese Z. 298, 239 [1954]. 

2 Vgl. dazu H. Miinch, Melliands Textilber. 16, 871 [1935]; B. Signer u. 
R. Glanzmann, Makromolekulare Chem. 5, 257 [1950/51]. 
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Peptidketten des Fibroins kommt*, ist iiberhaupt fiir seinen enzymati- 
schen Abbau Voraussetzung. Als Lisungsmittel haben wir Lithium. 
rhodanid vorgezogen, zumal es sich ergeben hat, daB die Lésung in 
Lithiumrhodanid auch nach bis zu zweitigiger Aufbewahrung bei Zim- 
mertemperatur keinen Viskosititsabfall zeigt*; bei der Anwendung 


basischer Lésungsmittel wie des viel benutzten Kupfer-athylendiamins® | 
sind hydrolytische Veranderungen dagegen viel eher zu_befiirchten. | 


Aus der Lésung in Lithiumrhodanid laBt sich das Seidenfibroin nach 
der Entfernung des Rhodanids mittels Dialyse in Form einer salzfreien, 
hochviskosen Lésung gewinnen. In dieser Form wird es durch Pro- 


teinasen rasch gespalten, sowohl durch Pepsin wie durch Trypsin, Chymo- | 
trypsin und Papain, und zwar, wie aus Tab. 1 ersichtlich, bei ersch6p- | 


fender Einwirkung bis zu einem fiir die einzelnen Enzyme jeweils ver- 
schiedenen, charakteristischen Spaltungsgrad. 


Tab. 1. Enzymatische Spaltbarkeit des Seidenfibroins 
(Angaben gelten fiir 62,6 mg Fibroin). 











Spaltung durch _Zuwachs 
an Aminostickstoff (mg) 
ECT ee ees 0,34 
Chymotrypsin ........ 0,53 
Chymotrypsin nach Trypsin . . 0,52 
Trypsin nach Chymotrypsin . . 0,10 
RAIN Sg) Borg Ait. (098 0,44 
2.31 a Saar eee 2,25 


Am weitgehendsten verlaiuft die Spaltung durch Papain; durch 


dieses Enzym allein werden naémlich, wie wir festgestellt haben, nicht | 


nur die amorphen Anteile des Seidenfibroins, die durch Bausteine mit 
sperrigen Seitenketten gekennzeichnet sind®, sondern auch der kristal- 
line Anteil, das Protofibroin, gespalten. Yon den tibrigen Proteinasen, 


die wir gepriift haben und die gegeniiber dem kristallinen Anteil, dem | 


Protofibroin, ohne Wirkung gefunden werden, besitzt das Chymotrypsin 
den groéBten Spaltungsbereich. Bemerkenswerterweise bleibt die Leistung 
dieses Enzyms, am Zuwachs freien Aminostickstoffs gemessen, auch 


nach vorangegangener erschépfender Spaltung durch Trypsin die gleiche, | 


waihrend umgekehrt die Einwirkung von Trypsin nach Chymotrypsin 
nur noch eine geringe Zunahme des Abbaus erkennen lat. Die Wirkung 
des Chymotrypsins ist also spezifischer und durch die des Trypsins nicht 
ersetzbar. 





3 Siehe auch die andersartige Erklarung des Lésungsvorganges bei K. H. 
Meyer u. M. Dunkel, Z. physik. Chem. 155a, 553 [1931]. 
4 Vgl. R. Signer u. R. StraBle, Helv. chim. Acta 80, 155 [1946/47]. 


5 Siehe z. B. B. Drucker u. 8. G. Smith, Nature [London] 165, 196 [1950]; 


F. H. Holmes u. D. I. Smith, ebenda 169, 193 [1952]. 
6 Vgl. K. H. Meyer, M. Fuld u. O. Klemm, Helv. chim. Acta 28, 1441 
[1940]. 
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Im Verlauf der Spaltung des Seidenfibroins durch Trypsin wie durch 
Chymotrypsin erfolgt, wie schon Drucker, Hainsworth und Smith? 
beschrieben haben, aus der wiBrigen Losung die Abscheidung eines un- 
loslichen Spaltprodukts; seine Menge betragt nach der Einwirkung von 
Chymotrypsin etwa 60% des angewandten Seidenfibroins. Nur dieses 
durch Abbau mit Chymotrypsin erhaltene Produkt, nicht das durch 
Trypsinabbau gewonnene zeigt, wie im Versuchsteil belegt ist, das un- 


_ gestérte Rontgendiagramm eines kristallinen Stoffs, das mit dem des 


Seidenfibroins und dem der Seidenfaser selbst hinsichtlich der Lage der 
Interferenzringe tibereinstimmt, aber im Gegensatz zu diesen letzteren 
ununterbrochene, schén ausgebildete Interferenzringe ergibt’?. Durch 


_ den Abbau des Seidenfibroins mit Chymotrypsin erhalt man also den von 


amorphen Anteilen weitgehend befreiten, kristallinen Hauptanteil, das 


- Protofibroin. 


Diese SchluBfolgerung wird durch die Ergebnisse der Baustein- 
analyse bestatigt: Wiahrend im Seidenfibroin auf Grund der papier- 
chromatographischen Analysen seiner Hydrolysenprodukte auBer Gly- 
kokoll, Alanin, Serin und Tyrosin noch zahlreiche andere Aminosiéuren, 


_ namlich Valin, Leucin (oder Isoleucin), Threonin, Phenylalanin, Prolin, 


Asparaginsiure, Glutaminsaure, Lysin und Arginin enthalten sind, zeigt 


_ das Chromatogramm des hydrolysierten Protofibroins nur Glykokoll, 
Alanin, Serin und Tyrosin an; alle iibrigen angefiihrten Aminoséuren 


finden sich dagegen zusatzlich unter den Bausteinen der bei der Bildung 
des Protofibroins entstehenden léslichen Spaltprodukte. 

Nach den ausgedehnten Erfahrungen von Bergmann und seiner 
Schule® an synthetischen Substraten beschrinkt sich die Wirkung des 
Chymotrypsins auf die Spaltung solcher Peptidbindungen, an welchen 
Tyrosin, Phenylalanin, Tryptophan oder Methionin mit der Carboxy]l- 
gruppe beteiligt sind. Da das Protofibroin von diesen Aminoséuren nur 
das Tyrosin als Baustein enthalt, sollte also in der Peptidkette des Proto- 


_ fibroins ein Tyrosinrest carboxyl-endstindig sein. Die Endgruppenana- 


lyse des Protofibroins hat diese SchluBfolgerung bestitigt: Die Bestim- 
mung der carboxyl-endstaéndigen Bausteine sowohl nach Schlack und 
Kumpf® mit Thiocyanat wie nach Waldschmidt-Leitz und GauB 
mit Carboxypeptidase, ergibt Tyrosin; daneben ist in geringer Menge 


_ noch Glykokoll nachweisbar. Die Bestimmung der amino-endstandigen 


Bausteine mit Dinitro-fluorbenzol nach Sanger ergibt Glykokoll, da- 
neben in geringer Menge noch Alanin. Die Feststellung von carboxyl- 
endstindigem Glykokoll und von amino-endstaindigem Alanin neben 


7 B. Drucker, R. Hainsworth u. 8.G. Smith, J. Textile Inst. Trans. 44, 
T 420 [1953}]. 

8 Siehe dazu M. Bergmann u. J.S. Fruton, Advances in Enzymol. 1, 63 
[1941]; M. Bergmann, ebenda 2, 49 [1942]. 

® P.Schlack u. W. Kumpf, diese Z. 154, 125 [1926]. 

10 KE. Waldschmidt-Leitz u. K.GauB, Ber. dtsch. chem. Ges. 85, 352 
[1952]; diese Z. 298, 10 [1953]. 
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Tyrosin bzw. Glykokoll ist, wie spaiter auszufiihren, mit groBer Wahr-. 
scheinlichkeit auf eine noch in geringer Menge vorhandene Verunreini- 
gung des Protofibroins zuriickzufiihren: Die Peptidkette des Proto- 
fibroins selbst beginnt mit einem Glykokollrest am Aminoende, sie wird 
durch einen Tyrosinrest beschlossen. 

Bemerkenswerterweise findet man fiir Protofibroin, in Lithium. 
rhodanid gelést, im Gegensatz zur Muttersubstanz, dem Seidenfibroin, 
keine meBbare Viskositaétszunahme mehr: Die Viskositit der Seiden- 
fibroinlésungen ist also entweder durch das viel héhere Molekular- 
gewicht desselben oder aber, und wahrscheinlicher, durch die Anwesen- 
heit von Bausteinen mit sperrigen Seitenketten in diesem bedingt, die 
die Beweglichkeit der Peptidketten gegeneinander herabsetzen; auch 
1aBt sich das Protofibroin nach dem Abdialysieren des Lithiumrhodanids 
aus seinen Lésungen nicht mehr in kolloider Lésung halten, es wird viel- 
mehr mit der Entfernung des Rhodanids wieder abgeschieden. 

Der Gehalt des Protofibroins an freiem Aminostickstoff entspricht, 
bei einem Stickstoffgehalte der Substanz von 20,3%, einem Quotienten 

‘N: NH, = 43,9", also einer Kettenlinge entsprechend 43 bis 44 Amino- 
siureresten. Die quantitative Bausteinanalyse des Protofibroins, nach 
Stein und Moore” durchgefiihrt, fiihrt zu der nimlichen Feststellung: 
man findet dabei fiir die Zusammensetzung ein molares Verhaltnis von 
1 Tyrosin zu.7,2 Serin zu 13,2 Alanin zu 21,9 Glykokoll, zusammen von 
43,3 Moll. Aminoséure; das Verhiltnis der vier Bausteine entspricht 
danach, unter Beriicksichtigung der méglichen Fehlerquellen der Ana- 
lyse, wohl einem solchen von 1:7:14:21, auf einen Serinrest wiirden also 
in der Kette zwei Alanin- und drei Glykokollreste entfallen™. 

Uber die Reihenfolge der Aminosiiurebausteine in der Peptidkette 
des Protofibroins haben Versuche der partiellen Hydrolyse mit konz. 
Salzsiure (waihrend 20,5 Stdn. bei 37°) einen AufschluB vermittelt. Die 
wiederholte papierchromatographische Trennung der bei der partiellen 
Hydrolyse gebildeten Spaltprodukte fiihrte zu deren Aufteilung in ins- 
gesamt 12 Fraktionen, von welchen 10 nach ihrer Zusammensetzung und 
nach der Natur des amino-endstindigen Bausteins, nimlich nach voran- 
gegangener Desaminierung des Peptids, identifiziert werden konnten; 
die 2 restlichen (Fraktionen 4 und 6 der Tabelle) fielen in zu geringer 
Menge an, um eine restlose Analyse zu erméglichen. Die Analysen ins- 
gesamt fiihrten zu den in Tab. 2 verzeichneten Befunden. 

Die Peptidkette im Protofibroin beginnt, wie zuvor angefiihrt, mit 
einem Glykokollrest am Aminoende und endet mit einem Tyrosinrest, 


11 Vgl. dazu den etwas abweichenden Wert des Quotienten N: NH, (= 55) 
nach den Messungen von B. Drucker u. Mitarbb., 1. c’. 

122 W.H.Stein u. 8S. Moore, J. biol. Chemistry 176, 337 [1948]; 178, 53, 
79 [1949]. 

13 Die abweichenden Angaben iiber die Zusammensetzung in unserer Vor- 
laufigen Mitteilung waren auf eine inzwischen behobene Unvollkommenheit der 
Apparatur zur Trennung der Aminosiauren zuriickzufiihren. 
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Tab. 2. Peptidfraktionen nach partieller Hydrolyse des Protofibroins 
(Aminosauren durch die drei ersten Buchstaben ihres Namens bezeichnet). 

















Frak- Bousteine Mengenverhiltnis Beerone Angenommene 
tion geschatzt Tiel, Reihenfolge 
| Ser, Gly, Ala Mead Ba I Ser Ser-gly-ala 
2 Ser, Gly, Ala Peet Gly Gly-ala-ser 
3 Ser, Gly, Ala e133 Ala Ala-ser-gly 
4 Gly, Ala 1:1 ~ ~ 
5 Ser, Gly 1:1] Ser Ser-gly 
6 Ser - = 
a Ser, Ala 1:] Ala Ala-ser 
8 Gly, Ala Bed Gly Gly-ala 
9 Gly, Tyr hee | Gly Gly-tyr 
10 Gly, Ala 1:2—3 Ala Ala-gly + Ala 
11 Gly, Ala 1:1 Gly Gly-ala 
12 Ser, Gly, Ala, Tyr 1:1—2:1:1 Ser Ser-gly-ala-gly-tyr 








auf einen solchen wiederum entfallen 7 Serin-, 14 Alanin- und 21 Glyko- 
kollreste. Nach den in Tab. 2 verzeichneten Analysen der bei partieller 
Hydrolyse gebildeten Peptide insgesamt ergibt sich fiir den tyrosinfreien 
Anteil der Peptidkette als einzig mogliche die folgende Reihenfolge der 
Bausteine : 

Gly — ala — ser — gly — ala — gly. 

Diese Reihenfolge sollte, dem Ergebnis der quantitativen Baustein- 
analyse entsprechend, in der Peptidkette des Protofibroins siebenmal 
wiederkehren und diese durch einen Tyrosinrest abgeschlossen werden, 
also entsprechend dem Schema: 

[Gly — ala — ser — gly — ala — gly], — tyr. 

Die von Bergmann und Niemann" fiir das Seidenfibroin allein 
auf Grund der Haufigkeit der Beteiligung aufgestellte Hypothese, jeder 
zweite Aminoséurerest in der Peptidkette sei Glykokoll, trifft danach 
also nicht zu. 

Das skizzierte Strukturschema fiir das Protofibroin, das einem Mole- 
kulargewicht von nahezu 3000 entsprechen wiirde, halten wir nach 
allem fiir das wahrscheinlichste. Es entspricht der von Zahn, Kratky 
und Sekora?® aus réntgenographischen Befunden abgeleiteten An- 
nahme, wonach das Tyrosin ,,an spezifischen Plitzen an der AuBen- 
fliche von nach GréBe und Gestalt definiert gestalteten Rostpaketen 
angeordnet‘‘ sei. Nach unseren Befunden handelt es sich um eine haupt- 


valenzartige Bindung des Tyrosins am Carboxylende der Peptidkette. 

14M. Bergmann u. C. Niemann, J. biol. Chemistry 122, 577 [1938]. 

15 Vgl. damit das von B. Drucker u. Mitarbb., 1. ¢.”, aus dem von unseren 
Befunden abweichenden Gehalte an freiem Aminostickstoff wie auch an Tyrosin 
abgeleitete Molekulargewicht von 4000. 

16 AH. Zahn, O. Kratky u. A. Sekora, Z. Naturforsch. 6b, 9, und zwar S. 11 
[1951]; siehe auch O. Kratky, E. Schauenstein u. A. Sekora, Nature [London] 
165, 527 [1950]. 
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Fir die oben angefiihrte Beobachtung von bei der Endgruppenanalyse | 
in geringer Menge ermitteltem endstiindigem Alanin und Glykokoll ” 
bleibt nach den Ergebnissen der partiellen Hy drolyse nur die Erklarung | 
einer vom Chymotrypsinabbau her verbliebenen geringen Beimischung | 
eines niedrigmolekularen Peptids. Diese und andere noch offene I — 
zu beantworten und iiber das angegebene Strukturschema fiir das Proto. © 
fibroin auf abgednderten Wegen des Abbaus eine Entscheidung zu suchen, | 
haben wir uns zum weiteren Ziel gesetzt. 


Beschreibung der Versuche 


1. Zur Entbastung der Rohseide; Darstellung des Fibroins 


In allen Versuchen gelangten Garnabfille von weiBer Seide (Japan-Grege) 
zur Verarbeitung, die von der Mitteldeutschen Spinnhiitte G. m. b. H., Celle, be. j 





wies 


























zogen worden waren. Da vor allem das entbastete Fibroin bekanntlich stark hygvro- | 
skopisch ist, wurden alle Proben nach dem Trocknen im Trockenschrank bei 100° 599. 
vor dem Abwagen noch 24 Stdn. im Exsiccator iiber age oe Kochsalzlisung’) des 
(entspr. einem relativen Feuchtigkeitsgehalt der Luft von 75%") belassen; unter Was 
-diesen Bedingungen betragt, wir wir feststellten, der Wassergehalt des Fibroins 150, 
etwa 10%. > oben 
Tab. 3. Einwirkung von Wasser auf Rohseide bei 98°. atiies 
err 7 Papa 
Einwirkungsdauer Gewichtsabnahme S Gewi 
Min. mg | % Tab. 
60 37 7,4 mit z 
165 49 9,8 
600 79 15,8 : G 
Tab. 4. Einwirkung von Seifenlésung auf Rohseide bei 98°. (Natriumoleat Merck; © 
Volumen durch tropfenweise Zugabe von Wasser wihrend des Versuchs konstant 
gehalten). 
Angew. Oleatlésung Einwirkungsdauer Gewichtsabnahme 
% Min. mg % 
5,0 20 111 22,2 
40 118 23,6 
60 121 24,2 
120 123 24,6 l'a 
1,0 2018 106 21,2 1:5 
4018 115 23,0 
6018 121 24,2 
120 123 24,6 
0,25 40 83 16,6 
80 102 20,4 
120 112 22,4 
150 117 23,4 —. 
1” Vgl. R. StraBle, Dissertat., Bern 1946, S. 47ff. Pays- 


18 Zur Kontrolle des Gewichtsverlusts ausgefiihrte Bestimmungen des Stick-7 Org. § 
stoffgehalts in der Entbastungsfliissigkeit ergaben, auf den Gesamtstickstoff der} Coll. | 
angewandten Rohseidemenge bezogen, nach 20 bzw. 40 bzw. 60 Min. Einwirkungs- 2 
dauer 21,4 bzw. 23,5 bzw. 24,9% Stickstoff in der Lésung. keine 
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lyse 4 Tab. 5. Einwirkung von Decansulfonsaiure!® auf Rohseide 
koll # bei verschiedenen Temperaturen. 
ung § Angewandte Einwirkungs- Gewichtsabnahme 
ung § Konz. (n) | Temperatur dauer Min. mg % 
gen | 
oto. © 1.0 20° 120 17 3,4 
2 180 22 4,4 
=, i 300 29 5,8 
3 4200 45 9,0 
4 0,1 50° 40 145 29,0 
0,1 98° 40 145 29,0 
90 203 40,6 
120 202 40,4 

















rege) | Die verarbeitete Seidenprobe, in wasserfreier Form nach Kjeldah1 bestimmt, 
» be-)  wies einen Stickstoffgehalt von 17,65% auf (41,8 mg Rohseide:7,39 mg Stickstoff). 











































yEvO- § a) Chemische Entbastung: Zu den Entbastungsversuchen wurden jeweils 
1007 500 mg Rohseide (Feuchtigkeitsgehalt entspr. 10%) der Einwirkung von 25 ccm 
sung des Entbastungsmittels ausgesetzt, darauf in 5 Anteilen mit insgesamt 500 ccm 
inter/> Wasser, sodann einmal mit 100 ccm 0,5-proz. Essigsiure, wiederum zweimal mit je 
roms |] 150 cem Wasser und endlich mit 50 cem Methanol gewaschen und getrocknet, wie 
- oben beschrieben (Versuchsergebnisse siehe Tab. 3—5). 
b) Enzymatische Entbastung: Die nach der Einwirkung von pankre- 
atischem Enzymgemisch, von krist. Pepsin und von mittels Blausiure aktiviertem 
Papain auf jeweils 500 mg (bei der Papaineinwirkung 3,0 g) Rohseide beobachteten 
| Gewichtsabnahmen sind in den Tab. 6—8 wiedergegeben. 
Tab. 6. Einwirkung von Glycerinauszug aus Pankreas auf Rohseide (Auszug aus 
mit Aceton-Ather getrocknetem Schweinepankreas (1:10), mit Wasser jeweils auf 
50 cem verdiinnt; pH 8,2 [mittels 2-n. NaOH eingestellt|; 32°). 
Glycerirauszug EKinwirkungsdauer Gewichtsabnahme 
eck cem Stdn. mg % 
tant 
12,0 3 98 19,6 
= 6 108 21,6 
9 118 23,6 
14 125 25,0 
2420 126 25,2 
0,5 6 84 16,8 
14 112 22,4 
2420 124 24,8 
Tab. 7. Einwirkung von Pepsin auf Rohseide (100 mg krist. Pepsin [Merck, 
:5000]; Gesamtvolumen 100 ccm; pH 3,5 [mittels 2-n. HCl eingestellt]; 37°). 
Einwirkungsdauer Gewichtsabnahme 
Stdn. mg | % 
14 51 10,2 
48 68 13,6 
' Dargestellt nach H.J. Backer u. A. F. Tamsma, Recueil Trav. chim. 
Pays-Bas 57, 1185 [1938], bzw. G. G. Urquhart, J. W. Gates jr. u. R. Connor, 
ick-| Org. Syntheses 21, 36 [1941], bzaw.O. Kamm u.C. 8S. Marvell, Org. Syntheses 
~der® Coll. Vol. I, 29 [1948]. 


ngs- 20 Bei langerer Einwirkungsdauer wie auch nach erneuter Enzymzugabe wurde 
keine weitere Gewichtsabnahme beobachtet. 
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Tab. 8. Einwirkung von Papain auf Rohseide bei verschiedener Temperatur 


(300 mg Papain [Merck, 1:350] mit 20 cem Wasser 30 Minuten geschiittelt, darauf _ 
filtriert, Filtrat mit 100 mg KCN aktiviert und nach Zugabe von 3,0g Rohseide auf | 


100 cem aufgefiillt; pH 7,5). 








: Einwirkungsdauer Gewichtsabnahme 
Temperatur : 
Stdn. mg | % 
30° 14 443 14,8 
19 597 19,9 
2420 610 20,3 
60° ae 620 20,7 








Tab. 9. Viskositatsmessungen an entbasteter Rohseide. 


























e | 3. | 23 | a2 | a3 
2 | a2| 53 | 33] 3% 
Entbastung vorgenommen mit b s N, 32 2g 2 3 

> > 
mg Sek nr? n:p2t | Z,?! 
Nicht entbastet 9,0 454 1,28 0,28 0,78 
5%-Na-Oleat (98°), 5 Min. 8.1 468 1,32 0,32 0,98 
cs 20 ,, 7,5 454 1,28 0,28 0,93 
5 - 40 ,, 7,0 426 1,20 0,20 0,72 
a 60 ,, 7,2 405 1,14 0,14 0,50 
29 120 ,, 7,8 400 1,13 0,13 0,42 
1%-Na-Oleat (98°), 20 Min. 7,9 465 1,31 0,31 0,98 
ss 40 ,, 7,8 440 1,24 0,24 0,77 
# 60 ,, 8,1 425 1,20 0,20 0,62 
ss 120 ,, 8,0 416 a7 0,17 0,53 
(0,25%-Na-Oleat (98°), 40 Min. 7,6 447 1,26 0,26 0,86 
- 80 ,, 5,7 440 1,24 0,24 1,05 
7 120 ,, 6,9 450 1,27 0,27 0,98 
> 150 ,, 5,9 420 1,18 0,18 0,78 
0,1-n. Decansulfonsaure (50°), 40 Min. 7,3 365 1,03 0,03 0,10 
Wasser (98°), 165 Min. 8,0 433 1,22 0,22 0,68 
+ 600 ,, 8,4 460 1,30 0,30 0,89 
Pankreasauszug (2,0 ccm), 3 Stdn. 5,5 444 1,25 0,25 1,13 
AS 6 5,1 438 1,24 0,24 1,18 
- _ 5,5 440 1,24 0,24 1,09 
as 14, 5,5 427 1,20 0,20 0,91 
°° ) a 5,4 425 1,20 0,20 0,93 
Pankreasauszug (0.5 ccm), 6 Stdn. 7,2 448 1,26 0,26 0,90 
14, 6,2 450 1,27 0,27 1,09 
* 24 ~«C«s, 6,4 443 1,25 0,25 0,98 
Pepsin, 14 Stdn. 6,7 433 1,25 0,25 0,93 
te “ 6,2 430 1,21 0,21 0,85 
Papain (30°), 14 Stdn. 7,3 480 1,35 0,35 1,25 
S iD 4, 7,6 505 1,42 0,42 1,38 
is 24 «CG, 7,0 502 1,42 0,42 1,50 
Papain (60°), 2 Stdn. 7,1 498 1,40 0,40 1.41 
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21 Siehe dazu H. Staudinger, Organische Kolloidchemie, Vieweg u. Sohn, | 
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c) Viskositatsveranderungen bei der Entbastung: Die Viskositats- 
messungen an den nach der Einwirkung der unter a) und b) angefiihrten Agenzien 
verbliebenen Proben wurden nach dem Trocknen (Wassergehalt entspr. 10%) und 
Auflésen (40 Min. unter Riihren) in 2,5ccem 49-proz. Lithiumrhodanidlésung 
(d 1,2141) bei 21°im Ostwald schen Viskosimeter (beob. Auslaufzeit fiir Wasser = 
57,7 Sek., fiir 49-proz. Lithiumrhodanid = 355 Sek.) durchgefiihrt. Die Messungen 
und ihre Auswertung zeigt Tab. 9. 

Wie Tab. 9 zeigt, ergeben die Messungen an der mit Papain entbasteten Roh- 
seide die weitaus héchsten Viskositatszahlen, die Entbastung mit diesem Mittel 
erscheint demnach als die schonendste. 

d) Zusammensetzung und Ejigenschaften des entbasteten Fi- 
broins: Die qualitative Bausteinanalyse des Fibroins wurde nach 24stdg. Hy- 
drolyse bei 105° mit 6-n. HCl durch zweidimensionale Papierchromatographie (auf- 
steigend; 1. Dimension: 75% sek. Butanol, 15% Ameisensiure, 10% Wasser; 
2. Dimension: 80% Phenol, 20% Wasser) vorgenommen; es waren die folgenden 
Aminoséuren nachzuweisen: Glykokoll, Alanin, Valin, Leucin (oder Isoleucin), 
Serin, Threonin, Phenylalanin, Tyrosin, Prolin, Asparaginséure, Glutaminsaure, 
Lysin und Arginin. 

Der Stickstoffgehalt ergab sich zu 18,5% (73,0 mg wasserfreie Substanz: 
13,39 mg Stickstoff nach Kjeldahl), der Gehalt an freiem Aminostickstoff zu 
0,49% (73,0 mg wasserfr. Substanz: 0,355 mg Aminostickstoff nach van Slyke), 
der Quotient N: NH, also zu 38,4. 

Die Bestimmung der amino-endstandigen Bausteine mittels Dinitro-fluor- 
benzols ergab Glykokoll und Alanin neben Spuren von Serin, in Ubereinstimmung 
mit den Angaben von Zahn und Wiirz”. 

Das Fibroin erwies sich als vollkommen unloslich in 4-m. Harnstofflésung bei 
40°, in konz. Formamidlésung, in 96-proz. Ameisensaure (72 Stdn. bei 20° belassen), 


_ ferner in konz. Ammoniumrhodanidlésung (bei 40°) und in verd. oder konz. Losung 


von Decansulfonséure sowie Decyl-trimethyl-ammoniumhydroxyd; in den beiden 
letzteren Mitteln trat indessen bei héherer Temperatur (60°) eine Hydrolyse des 
Fibroins ein. Durch zweitagige Einwirkung von konz. Dichloressigsaéurelésung bei 
Zimmertemperatur wird die Substanz in eine Gallerte iibergefiihrt, die sich in 
heiBem Wasser lést?%, 

Als geeignetstes Lésungsmittel erweist sich Lithiumrhodanidlésung; wahrend 
bei einer Salzkonzentration bis zu 41%, z. B. bei Zimmertemperatur, noch keinerlei 
Lésung beobachtet wird, tritt bei einer Konzentration von 42% nach 3 bis 4 Stdn., 
bei einer solchen von 49% innerhalb von 30 bis 40 Min. eine vollstandige Lésung 
des Fibroins ein®4, 

Aus der Lésung in Lithiumrhodanid 1a8t sich das Fibroin schon durch Schiit- 
teln zum Teil wieder ausscheiden, weitergehend durch Fallung mit Alkohol (Aus- 
beute etwa 80%); nach 24stdg. Dialyse durch Cellophan gegen dest. Wasser ver- 
bleibt es in Form einer hochviskosen, opaleszierenden Lésung, aus der es nach dem 
Eindampfen im Vak. bei 60° als Film in einer Ausbeute von 90% wiedergewonnen 
werden kann. Wie die chromatographische und die Endgruppenanalyse des so 
wiedergewonnenen Fibroins, die Bestimmung des Stickstoff- und des Aminostick- 
stoffgehalts sowie die Messung seiner Viskositat (vgl. Tab. 10) erweisen, tritt bei 
der Lésung in Lithiumrhodanid bei Zimmertemperatur bis zu einer Dauer von 
10 Stdn. keine merkliche Verainderung ein; auch ist in der dialysierten Lésung 
weder durch Papierchromatographie (zweidimensional) noch durch Elektropho- 
rese ein Auftreten niedrigmolekularer Spaltprodukte nachzuweisen. 


22 H. Zahn u. A. Wiirz, Biochem. Z. 822, 327 [1951/52 |. 
3 Vgl.E.J.Ambros, C. H. Bamford, A. Elliott u. W. E. Hanby, Nature 


‘ [London] 167, 264 [1951]. 


*4 Vel. R. StraBle, 1. c.’, und zwar S. 51. 
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Tab. 10. Viskositaétsinderung von Seidenfibroin in Lithiumrhodanid 


(49-proz. Rhodanid; Konzentration 0,5913 bzw. 0,585 g in 100 ecm; 20°, bzw. 98°). j 











on Zeit Auslaufzeit Relative Spezif. Viskositats- 

t i Viskositat Viskositat zahl 
ee Stdn. Sek. Yr Ysp Zn 

20° 0,75 660 1,86 0,86 1,45 
10 650 1,83 0,83 1,41 
28 630 1,78 0,78 1,32 
50 635 1,79 0,79 1,33 
74 630 yy 0,77 1.32 
360 620 1,75 0,75 27 
98° 0,25 590 1,66 0,66 1,13 
1 488 1,38 0,38 0,65 
2 475 1,34 0,34 0,58 

















2. Enzymatische Spaltbarkeit des Seidenfibroins 











Fibroin findet man nur in kolloider waBriger Lésung, aus der Auflésung in ~ 


Lithiumrhodanid durch Dialyse gewonnen, durch proteolytische Enzyme angreif- 
bar; die aus den dialysierten Lésungen durch Eindampfen abgeschiedene Substanz 
dagegen erweist sich, in Wasser suspendiert, durch keine der gepriiften Proteinasen 
spaltbar. Anscheinend ist mit der Auflésung im Lithiumrhodanid eine Dissoziation 
von durch Nebenvalenzen vernetzten Peptidketten verbunden, die diese dem enzy- 
matischen Angriff erst zuginglich macht und die nach dem Abdialysieren des Salzes 
in einer Art von metastabilem Zustand noch erhalten bleibt, beim Konzentrieren 
der Lésungen z. B. jedoch wieder aufgehoben wird. 


Das AusmaB der Spaltbarkeit findet man fiir Trypsin am geringsten, gréBer © 


und etwa gleich hoch fiir Chymotrypsin und fiir Pepsin, weitaus am gréBten fiir 
Papain. Anscheinend werden durch die Wirkung des Trypsins und durch die des 
Chymotrypsins verschiedenartige Peptidbindungen betroffen, da der Wirkungs- 


bereich des Chymotrypsins nach erschépfender Einwirkung von Trypsin noch un- © 


verandert gefunden wird; fiir Trypsin nach Chymotrypsin andererseits beobachtet 
man nur noch einen Bruchteil der urspriinglichen Wirkung. 

Die in den Tab. 11—16 angefiihrten Versuche zur enzymatischen Spaltbarkeit 
des Fibroins wurden jeweils bis zum Stillstand der enzymatischen Einwirkung ge- 
fiihrt, der auch durch die Wirkungslosigkeit erneuter Enzymzugabe gesichert war. 


Tab. 11. Spaltung von Fibroin durch Trypsin 
(Ansatz: Jeweils 30,0, bzw. 94,0 mg Fibroin (in dialysierter Lésung) + 2,0 mg 
krist. Trypsin (Armour u. Co.), 50% MgSO, enthaltend; Volumen 5,0 ccm; px 8,2, 
mit 2-n. NaOH eingestellt; 37°; Bestimmung des Zuwachses an Aminostickstoff 
nach van Slyke vorgenommen). 








Angew. Fibroin | Einwirkungszeit Zuwachs mg 
mg Min. Aminostickstoff 
30,0 20 0,11 
40 0,16 
60 0,16 
94,0 20 0,30 
40 0,42 
60 0,51 
70 0,52 
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' Bei der Einwirkung des Trypsins auf das Fibroin beobachtet man die Ab- 
98°). | scheidung eines flockigen Niederschlags, dessen Menge mit steigender Einwirkungs- 
dauer mehr und mehr zunimmt; die nach erschépfender Einwirkung des Enzyms 
‘its. | abgeschiedene Substanz, welche mit der Zentrifuge abgetrennt und mit Alkohol 
' getrocknet wurde, entspricht etwa 80% der Menge angewandten Fibroins. 
— | Tab. 12. Spaltung von Fibroin durch Chymotrypsin 
 (Ansatz: 20 cem dialysierte Fibroinlésung (enth. 376 mg) + 16 mg krist. Chymo- 
trypsin (Armour u. Co.) + 10 com H,0; pu 8,2, eingestellt durch 2-n. NaOH; 37°; 
| __ Angaben beziehen sich auf die‘Analysenprobe von 5,0 ccm, entspr. 62,6 mg Fibroin). 
3 Einwirkungszeit (Min.). ..... ; 20 45 60 
: Zuwachs (mg Aminostickstoff). . . . 0,41 0,50 0,53 
. é 
. a Tab. 13. Spaltung von Fibroin durch Chymotrypsin nach Trypsin 
_ (Ansatz: 50 cem dialysierte Fibroinlésung (enth. 626 mg) + 30 mg krist. Trypsin; 
- px 8,2, 37°; nach 75 Min. Einwirkung Trypsin durch 15 Min. langes Kochen in- 
aktiviert, darauf 16 mg krist. Chymotrypsin zugesetzt; Angaben beziehen sich 
“" 4 auf die Analysenprobe von 5,0 ccm entspr. 62,6 mg Fibroin). 
sreif- 
ens Bene Zeit Zuwachs 
ann Einwirkung von mg Amino- 
ation Min. stickstoff 
vl MET ADENN  scayeeipe cam state semshlone’ 20 0,18 
ieren 40 0,30 
75 0,34 
i Chymotrypsin nach Trypsin®> 20 0,56 
roBer . ” 45 0.62 
n fiir 90 0,73 
song 110 0,80 
ungs- ~ 130 0,86 
h un- 
se Tab. 14. Spaltung von Fibroin durch Trypsin nach Chymotrypsin 
, (Ansatz: 50 cem dialysierte Fibroinlésung (enth. 626 mg) + 16 mg krist. Chymo- 
rkeit ) trypsin; px 8,2, 37°; nach 65 Min. Einwirkung Chymotrypsin durch 15 Min. langes 
18 8 — Kochen inaktiviert, darauf 12 mg krist. Trypsin zugesetzt; Angaben beziehen 
mn sich auf die Analysenprobe von 5,0 ccm entspr. 62,6 mg Fibroin). 
Zeit Zuwachs 
0 mg Einwirkung von mg Amino- 
H 8,2, © Min. stickstoff 
kstoff 
Chymotrypsin ....... 20 0,36 
30 0,43 
65 0,50 
Trypsin nach Chymotrypsin?é 20 0,58 
40 0,60 
60 0,60 














25 Der nach erschépfender Trypsineinwirkung gebildete Niederschlag ging im 
Verlaufe der darauffolgenden Einwirkung des Chymotrypsins fast vollstandig 
wieder in Lésung. 

26 Ks war keine merkliche Veranderung in der Menge des durch die Chymo- 
trypsinwirkung abgeschiedenen Niederschlages bei der darauffolgenden Einwirkung 
von Trypsin zu beobachten. 
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Tab. 15. Spaltung von Fibroin durch Pepsin 
(Ansatz: 40 ccm dialysierte Fibroinlésung (enth. 453 mg) + 10 cem 2-n, HCl (vor- 
sichtig und unter kraftigem Schiitteln zugesetzt) + 30 mg krist. Pepsin (Merck, 
1:5000); pH etwa 3; 37°; Angaben beziehen sich auf die Analysenprobe von 5,0 cem 
entspr. 45,3 mg Fibroin). 

tinwirkungszeit (Min.). 40 90 | 150 300 1440?" 

Zuwachs (mg Aminostickstoff) . 0,10 0 0,31 0,34 0,37 


Tab. 16. Spaltung von Fibroin durch Papain 


(Ansatz: 40 ccm dialysierte Fibroinlésung (enth. 453 mg) + 10 cem Enzymlosung 
(enth. 100 mg Papain (Merck, 1:350), mit wenig KCN aktiviert); pu 7,5, 37°; 
Angaben beziehen sich auf die Analysenprobe von 5,0 ccm entspr. 45,3 mg Fibroin ). 
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Einwirkungszeit (Min.). . . | 12 
0,88 


90 150 300 144025 
Zuwachs mg Aminostickstoff | 0,70 


1,21 1,27 1,53 1,63 








Auch bei der Einwirkung des Chymotrypsins beobachtet man mit zunehmender 
Spaltung die Abscheidung eines unléslichen Spaltprodukts, dessen Menge nach 
erschépfender Enzymeinwirkung etwa 60% von der des angewandten Fibroins 
betragt. 


3. Isolierung und Beschreibung des Protofibroins 


a) Darstellung von Protofibroin: Zur Gewinnung des Protofibroins 
durch Abbau von Seidenfibroin mittels Chymotrypsins verfuhr man wie folgt: 

50 cem des aus der Lésung von Seidenfibroin in 49-proz. Lithiumrhodanid 
nach dem Wegdialysieren des letzteren gewonnenen Dialysats, enthaltend 653 mg 
Fibroin, belie8 man nach Einstellung von px 8,0 mittels 2-n, NaOH im Gesamt- 
volumen von 60 ccm wahrend 24 Stdn. bei 37° der Einwirkung von 15 mg krist. 
Chymotrypsin. Das in Flocken abgeschiedene Protofibroin wurde sodann abfil- 
triert, mit insgesamt 500 cem Wasser von 60—70° in mehreren Anteilen, darauf 
noch mit Methanol gewaschen und im Exsiccator getrocknet; Ausb. 362 mg entspr. 
60%. 

Aus Filtrat und Waschwassern vom Protofibroin erhielt man nach dem Ein- 
dampfen im Vak. zur Trockne die Substanz in Form eines durchsichtigen, wasser- 
léslichen Films in einer Ausbeute von etwa 40%. 

b) Zusammensetzung und LEigenschaften: Die papierchromato- 
graphische Bausteinanalyse nach der Hydrolyse mit 6-n. HC] wahrend 20 Stdn. bei 
110° (aufsteigend, zweidimensional: Phenol-Wasser, bzw. sek. Butanol-Ameisen- 
siiure-Wasser) ergab fiir Protofibroin einerseits und fiir die aus dem Filtrat davon 
isolierte Substanz andererseits die Beteiligung folgender Aminosauren: 


Protofibroin: Glykokoll, Alanin, Serin, Tyrosin sowie spurenweise Threonin; 
Wasserlisliche Substanz: Glykokoll, Alanin, Valin, Leucin (oder Isoleucin), 
Serin, Threonin, Phenylalanin, Tyrosin, Prolin, Asparaginsdiure, Glutaminsaure, 


Lysin und Arginin. 
27 Der auf Zusatz von Salzsaure aus der Fibroinlésung abgeschiedene gallertige 


Niederschlag wurde im Verlaufe der Enzymeinwirkung flockig, ging aber nur teil- 
weise wieder in Lésung. 
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28 Im Verlaufe der Enzymeinwirkung erfolgte keinerlei Niederschlagsbildung, © 


nach erschépfender Einwirkung lieB sich auch durch Alkohol nur noch wenig Sub- 
stanz abscheiden. 
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Das Protofibroin besteht danach nur aus Glykokoll, Alanin, Serin und Ty- 
rosin als Bausteinen, wahrend der durch die Chymotrypsinwirkung aus dem Seiden- 
fibroin abgespaltene wasserlésliche Anteil auBerdem alle iibrigen im Seidenfibroin 
nachgewiesenen Aminoséuren aufweist. 

Der Stickstoffgehalt des Protofibroins wurde zu 20,3%, also erheblich héher 
als der des Seidenfibroins (= 18,5%), gefunden (18,7 mg Protofibroin: 3,8 mg 
Stickstoff nach Kjeldahl), der gemessene Gehalt an freiem Aminostickstoff 
(55,0 mg: 0,255 mg Aminostickstoff nach van Slyke) entsprach einem Quoti- 
enten N:NH, von 43,9, also ahnlich wie fiir Seidenfibroin angegeben (= 38,4), 


Abb. 1. Réntgendiagramme, a) der Roh- 
seide, b) des Protofibroins, c) des Seiden- 
fibroins. 





a) 





b) c) 


wahrend fiir die abgespaltene lésliche Substanz ein Quotient von nur 9,9 ermittelt 
wurde (16,1 mg: 3,0 mg Stickstoff nach Kjeldahl; 15,3 mg: 0,29 mg Aminostick- 
stoff nach van Slyke). 


Das in 49-proz. Lithiumrhodanidlésung geléste Protofibroin zeigte im Gegen- 


_ satz zur Losung des Seidenfibroins keinerlei meBbare Viskositatszunahme (beob. 


Auslaufzeit im Viskosimeter fiir die Lésung von 9,5 mg Protofibroin in 2,5 cem 
Lithiumrhodanid = 259 Sek., fiir das Lésungsmittel allein = 256 Sek.); auch ge- 


_ lingt es im Gegensatz zu dem entsprechenden Verhalten des Seidenfibroins nicht, 
_ das Protofibroin nach der Entfernung des Lithiumrhodanids durch Dialyse in 
_ kolloider Lésung zu halten, bei der Dialyse der Lithiumrhodanidlisung scheidet 
» sich die Substanz vielmehr in unléslicher Form wieder ab. 


In Ubereinstimmung mit entsprechenden Beobachtungen von Drucker, 


: Hainsworth und Smith’ ergab das Réntgendiagramm des Protofibroins?®, wie 
' durch die Abb. 1 (a, b u. c) belegt wird, die Feststellung, daB es dem der Seide selbst 


29 Fiir die Anfertigung des Diagramms sind wir Herrn Prof. Dr. W. Bor- 


» chert, Mineralogisches Institut der Techn. Hochschule Miinchen, zu groBem Danke 


_ verpflichtet. 
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aber mit dem Unterschied, daB diese bei Protofibroin kontinuierlicher und scharfer 
ausgepragt erscheinen, die kristalline Anordnung also im Protofibroin ausgepragter 
und ungestérter zu sein scheint. 

Bei der papierchromatographischen Priifung (Phenol-Wasser, bzw. Butanol- 
Essigsiure-Wasser) sowie der Elektrophorese auf Papier (Elphor-Gerat ,,H**°) 
zeigte das Protofibroin keine Wanderung. Auch verliefen Versuche zur Fraktionie- 


rung des Protofibroins wie auch seines Dinitrophenylderivates durch Auflésen in | 


Lithiumrhodanid und Wiederausfallen durch Dialyse, bzw. durch Lésen in konz. 
Salzsiure und Wiederabscheiden nach dem Verdampfen der Saéure ergebnislos, 

c) Enzymatische Spaltbarkeit des Protofibroins: Von den be- 
kannten Proteinasen wird das Protofibroin nur durch Papain, nicht durch Pepsin, 
Trypsin oder Chymotrypsin angegriffen, indessen nur dann, wenn es in Lithium- 
rhodanid gelést vorliegt. Die Spaltung durch Papain, bis zum Stillstand der Enzym- 
cinwirkung verfolgt, fiihrt, wie sich aus den in Tab. 17 fiir den Zuwachs an freiem 





und dem des Seidenfibroins hinsichtlich der Anordnung der Interferenzringe gleicht, | 
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Aminostickstoff angefiihrten Werten berechnen 1aBt, zu einem Quotienten N: NH, — 


fiir das Gemisch der Spaltprodukte entspr. 6,3. 


Tab. 17. Spaltung von Protofibroin durch Papain 


(Ansatz: 117,1 mg Protofibroin, in 4,0 ccm 49-proz. Lithiumrhodanid gelést, 

+ 150mg Papain (Merck, 1:350) und 50 mg KCN in 21 cem H,O (Gesamt- 

volumen 25 cem); pu 7,5, 379; Angaben beziehen sich auf die Analysenprobe von 
5,0 ccm entspr. 23,4 mg Protofibroin). 





Einwirkpngszeit (Min.) . avs i 90 180 360 
Zuwachs (mg Aminostickstoff)  . 0,43 0,66 0,76 


4, Endgruppen- und Bausteinanalyse des Protofibroins 


a) Bestimmung der endstindigen Aminosauren: Zur Kennzeich- © 
nung der amino-endstandigen Bausteine nach Sanger lieB man auf die Lésung von © 
160 mg Protofibroin in 4,0 ccm 49-proz. Lithiumrhodanid nach dem Zusatz von © 
100 mg NaHCO, in 4,0 com Wasser 400 mg Dinitro-fluorbenzol unter 6fterem © 


Schiitteln bei 37° 24 Stdn. lang einwirken; dann verdiinnte man mit 8 cem Wasser 
und dialysierte 24 Stdn. bis zum Verschwinden des Rhodanids. Das abgeschiedene, 
hellgelb gefirbte Substitutionsprodukt filtrierte man ab und wusch zuerst mit 


Wasser, dann mit verd. Essigsiure (py etwa 4), endlich mit Alkohol und trocknete — 


im Exsiccator. Ausb. 176 mg. Nach 16stdg. Hydrolyse mit 6-n. HCl bei 105° lieBen 


sich im Atherauszug des Hydrolysats nach Abdampfen des Athers und Aufnehmen ~ 
‘ in waBr. Alkohol papierchromatographisch (absteigend) mit einem Losungsmittel- — 


gemisch von 20 Tin. Isoamylalkohol, 6,5 TIn. Athanol, 20 Tin. n-Butanol und 
30 Tin. Puffer von px 11,2 (50 cem 0,067-m. Na,.HPO,+ 16,5 ccm 0,067-n. NaQH)* 


Dinitrophenyl-glykokoll (Ar 0,30) und daneben Dinitrophenyl-alanin (Rr 0,50), — 


und zwar in einem ungefahren Mengenverhiltnis von 5:1, nachweisen. 

Die Bestimmung der carboxyl-endstandigen Aminosauren erfolgte nach dem 
von GraBmann und Hérmann*® modifizierten Verfahren von Schlack und| 
Kumpf? iiber die entsprechenden Thiohydantoine. Die papierchromatographische 
Analyse (absteigend) der bei der Spaltung der Thiohydantoine wiedergewonnenen 


carboxyl-endstandigen Aminosiuren mittels Phenol-Wasser als Loésungsmittel ” 


ergab in der Hauptmenge Tyrosin (fr 0,60) dann daneben in geringer Menge 


Glykokoll (Rr 0,43). In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis lieBen sich nach” 


30 Nach W. GraBmann u. K. Hannig, Naturwissenschaften 37, 397 [1950]. ” 


31 Nach H. Iwainsky, diese Z. 297, 194 [1954]. 
32 W. GraBmann u. H. Hérmann, diese Z. 292, 25 [1953]. 
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1950). 


20 Min. langer Einwirkung von krist. Carboxypeptidase* (2,5mg in 0,5 com Wasser) 
auf 100 mg Protofibroin (in Lithiumrhodanid gelést) im eingeengten, und mit 
Salzsiure hydrolysierten Dialysate vom Rhodanid papierchromatographisch (ab- 
steigend, Phenol-Wasser) ebenfalls Tyrosin und Glykokoll (mit den cben angege- 


Bd. 300 (1955) Uber Protofibroin, Hauptkomponente der Seidenfaser 


benen Ay¥-Werten) in ahnlichem Mengenverhiltnis nachweisen. 


Tab. 18. Quantitative Zusammensetzung des Protofibroins, 



































._~ | Menge (y) aus gin 100g Molar. 
Senamninate 3,20 mg Protein Verhiltnis 
_Tyrosin . 168 5,3 ] 
Serin 665 20,8 7,2 
Alanin. 1107 34,5 13,2 
Glykokoll 1526 47,6 21.9 
. | Gly 
| 60 
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- Ser \ 
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Abb. 2. 


b) Quantitative Bausteinanalyse: 
_ Aminosiurebausteine wurde an 3,20 mg Protofibroin nach 24stdg. Hydrolyse bei 
» 105° mit 6-n. HCl nach dem Verfahren von Stein und Moore?? in der technischen 
Ausfiihrung nach GraBmann und Deffner* durchgefiihrt, und zwar durch 
Aufteilung an einer Starkesiule (Linge = 30cm, Durchmesser = 9mm) mit 
einem Gemisch von | Tl. n-Butanol, 2 TIn. n-Propanol und 1 TI. 0,1-n. HCl als 
erstem und einem Gemisch von 2 Tln. n-Propanol und 1 TI. 0,5-n. HCl als zweitem 
Entwicklungsmittel. Das erhaltene Chromatogramm zeigt Abb. 2; die aus seiner 


33 Nach dem Verfahren von E. Waldschmidt-Leitz u. K.Gau8, Ber. 
dtsch. chem. Ges. 85, 352 [1952]; diese Z. 298, 10 [1953]. 
34 W. GraBmann u. G. Deffner, Chemiker-Ztg. 76, 623 [1952]. 
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Bausteinchromatogramm des Protofibroins. 
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Auswertung sich errechnenden Mengenverhiltnisse der Bausteine sind in Tab. !8 — 
verzeichnet. 3 
Die zur Kontrolle der chromatographischen Analyse ausgefiihrten Bestim- | — 
mungen des Alaningehaltes nach dem Verfahren von Fromageot und Heitz*® (als | 
Milchsaure) sowie des Tyrosingehaltes nach Block und Bolling*® (kolorimetrisch) | 
ergaben mit den in der Tabelle angefiihrten annahernd tibereinstimmende Werte | — 
fiir diese beiden Aminosauren. a 


7 2 
Alanin: 7,7 mg Protofibroin: 6,10 cem 0,01-n.Jod: 2,88 mg Alanin, entspr.) IT 
37,4%; = 

Tyrosin: 6,75 mg Protofibroin: 0,32 mg Tyrosin, entspr. 4,75%,. IV 
Parallel zur chromatographischen Fraktionierung in der Starkesiule wurden } V 
Versuche zur quantitativen Bestimmung der Bausteine nach papierchromato. | . 
graphischer Trennung im Auswerte-Gerit zum El]phor-Gerat ,,H‘‘ nach Grass. | VI 
mann und Hannig®® unternommen. In groben Ziigen ergab sich hierbei eine Uber. | VII 


einstimmung mit den ermittelten Ergebnissen, die Sicherheit der Auswertung war | 
aber beschrankter. 


5. Partielle Hydrolyse des Protofibroins; 
Analyse der Spaltprodukte —s 


Fiir die Zwecke einer partiellen Hydrolyse des Protofibroins béte sich als 
geeignetes Mittel die Einwirkung von Papain, das, wie schon angefiihrt, eine rasche, Fra 
aber unvollstandige Hydrolyse bewirkt. Allein der Versuch einer Trennung und tio 
Kennzeichnung der dabei gebildeten niedrigmolekularen Spaltprodukte (Quotient 
N:NH, des Gemisches = 5 — 6) hat noch nicht zum Erfolg gefiihrt; er hat namlich 
die Abtrennung der sehr groBen Mengen von Lithiumrhodanid zur Voraussetzung, 


die man zur Lésung und zur enzymatischen Spaltung des Protofibroins benétigt. I 
Die Hydrolyse mit konz. Salzsiure, deren Verlauf wir daher zunachst verfclgt 
haben und in Tab. 19 belegen, wird natiirlich unspezifischer sein als eine enzymatisch 1 


bewirkte; doch ergeben sich, wie die chromatographische Trennung der Spaltpro- | 
dukte nach unvollstandiger saurer Hydrolyse, die wir anschlieBend beschreiben, | 
erkennen 148t, daraus schon gewisse Anhaltspunkte fiir die Gliederung der Bau.- | 
steine im Protofibroin. Ifa 


Tab. 19. Spaltung des Protofibroins durch konz. Salzséure IIIb 


(301,9 mg Protofibroin mit 50 cem konz. HCl (d 1,186) bei 37° belassen; Angaben | Va 
beziehen sich auf die Analysenprobe von 2,0 ccm entspr. 12,1 mg Protofibroin). | : 




















IVb 

{inwirkungszeit (Stdn.) . . . 20,5 48 68 163 187 | ” 
Zuwachs (mg Aminostickstoff) 0,26 0,65 0,82 1,21 1,20 Vb 
Via 


Fiir den Versuch einer Trennung und Identifizierung der Spaltprodukte unter-| 
brach man die Hydrolyse des Protofibroins (angew. 300 mg) mit Salzséure nach yy}, 
einer Einwirkungszeit von 20,5 Stdn. (gemessener Quotient N: NH, des Spaltungs-| 
gemischs = 2,4), nahm nach dem Entfernen des Chlorwasserstoffs im Vak. bei 40") yy, 
das Spaltungsgemisch in 3,0 cem Wasser auf und entfirbte mit etwas Tierkohle. 

VITb 


3 ©, Fromageot u. P. Heitz, Microchim. Acta 3, 52 [1937]. 
36 R. J. Block u. A. D. Bolling, Amino acid composition of proteins and 
foods, Springfield, 2. Aufl. 1950. 
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i 
ib. 18 Tab. 20. Chromatographische Trennung der Spaltprodukte 
e nach partieller Siurehydrolyse. 
stim. 
5S (< 
Pare: i Fraktion Gef. Rr-Wert| Farbton mit Ninkydrin 
Verte | 
' I (QWOWIIER) oo es es 0,31 rotlich 
II (einheitlich) ........ 0,36 gelb 
aitspr.| [la (Hauptfraktion) ...... 0,33 blauviolett 
DQWOBIR) ok. a ed se 0,39 gelb, dann blau 
IVa (Hauptfraktion) ...... 0,33 blau 
b (sehr wenig). ....... 0,41 blau 
— eee ee oe 0,23 gelblich, dann weinrot 
ie b (ahnliche Mengen) .. . . . 0,32 gelblich, dann weinrot 
rass-@ Via (Hauptfraktion) ...... 0,22 violett 
(Yber. | b (Nebenfraktion) ...... 0,29 violett 
g war) Vila (Hauptfraktion) ...... 0,27 violett 
D (SGN WOME). 6. nie 0,34 violett 
Tab, 21. Baustein- und Endgruppenanalysen der Peptidfraktionen. 
sh als Unveranderte Desaminierte Ange- 
usche, | Frak- Fraktion Mengen- Fraktion Endstand.| nommene 
Z und tion R 5: verhaltnis : , Baustein Reihen- 
otient tF- Amino- hr- Amino- Sihes 
mlich Werte | saéuren Werte | sauren 8 
zung, 
Otigt. I 0,30 | Serin 1 zu 0,39 | Glykokoll 
rfolgt 0,38 | Glykokoll] 1 zu 0,56 | Alanin 
atiach 0,54 | Alanin 1 Serin Ser-gly-ala 
Itpro- II 0,28 | Serin 1 zu 0,30 | Serin 
siben, | 0,36 | Glykokoll} 1 zu 0,55 | Alanin 
Bau- | 0,54 | Alanin 1 Glykokoll | Gly-ala-ser 
IIIa 0,29 | Serin 1 zu 0,29 | Serin 
0,37 | Glykokoll| 1 zu 0,36 | Glykokoll 
0,54 | Alanin 1 Alanin Ala-ser-gly 
IIb 0,38 | Glykokoll} 1 zu — — - — 
0,54 | Alanin 1 — -- — — 
gaben! IVa 0,28 | Serin 1 zu 0,40 | Glykokoll 
roin).| 0,37 | Glykokoll} 1 Serin Ser-gly 
—— i IVb 0,30 | Serin — _ _ —_ — 
a Va 0,28 | Serin zu 0,28 | Serin 
187 | 0,55 | Alanin Alanin Ala-ser 


1,20 Vb | 0,34 | Glykokoll 
0,53 | Alanin 


zu 0,55 | Alanin 
Glykokoll | Gly-ala 


Via 0,38 | Glykokoll zu 0,64 | Tyrosin 
unter: | 0,62 | Tyrosin Glykokoll | Gly-tyr 
nach! yb | 0,38 | Glykokoll} 1 zu 0,38 | Glykokoll 
hangs 0,54 | Alanin : Alanin Ala-gly + 
ei 40") VITa 0,36 | Glykokoll zu 0,56 | Alanin Ala 
kohle. 0,56 | Alanin Glykokoll | Gly-ala 


VIIb 0,28 | Serin 

0,37 | Glykokoll 
0,53 | Alanin 

s and 0,66 | Tyrosin 


u 0,38 | Glykokoll 
—2 zu} 0,54 | Alanin 
zu 0,67 | Tyrosin 


met met frm ff fm NS fet tf fd fm fd fed 
| 
| 
wow 


Serin Ser-gly-ala- 
gly-tyr 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 300 5 
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Das erhaltene Hydrolysengemisch trennte man _ papierchromatographisch F te 
(absteigend) mit n-Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:5) als Lésungsmittel, und zwar | 
zunachst in strichformiger Auftragung in 6 Anteilen von je 0,5 cem, wobei eine) 8 
unerwiinschte Verbreiterung der Auftragungsstellen durch jedesmaliges rasches | 
Trocknen im Heif®luftstrom vermieden wurde. Nach 12stdg. Laufzeit zeigte das) ac 
Chromatogramm sieben deutlich getrennte Banden, die einzeln ausgeschnitten und F 
mit viel Wasser eluiert wurden. Nach dem Eindampfen der Einzeleluate zur Trocken 
(Vak. 40°) wurden diese wiederum in wenig Wasser gelést und einzeln nochmals | 
chromatographisch unter den gleichen Bedingungen getrennt; hierbei erfolgte, wie | 
aus Tab. 20 hervorgeht, bei einigen der im ersten Arbeitsgang erhaltenen Fraktionen 
eine nochmalige weitere Aufteilung. 

Die erhaltenen Fraktionen wurden zur Ermittlung ihrer Zusammensetzung | 
einzeln ausgeschnitten, mit viel Wasser eluiert, die Eluate zur Trockene eingedampft 
und dann wieder in je 0,5 cem Wasser aufgenommen. Die so getrennten 12 Einzel-| 
proben wurden je zur Halfte mit 6-n. HCl bei 110° wahrend 20 Stdn. hydrolvsiert, | 
zur anderen Halfte zur Kennzeichnung ihrer aminoendstandigen Bausteine mit 
Salpetriger Saure desaminiert®’, darauf ebenfalls mit 6-n. HCl hydrolysiert; die 
Hydrolysate trennte man dann papierchromatographisch in 80-proz. Phenol (ab-| 
steigend). Die Ergebnisse der Analysen fiir die einzelnen Fraktionen zeigt Tab. 21: 
die jeweiligen Mengenverhiltnisse der Aminosiurekomponenten einer Fraktion 
_ sind ae der Farbintensitat mit Ninhydrin schatzungsweise ermittelt*8, 






Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sowie dem Fonds der 
Chemischen Industrie danken wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten 
Mittel. 


? Zusammenfassung 

Aus dem durch Papaineinwirkung auf Rohseide gewonnenen Seiden. 
fibroin wurde die kristalline Komponente, das Protofibroin, durch Abbau 
mit Chymotrypsin dargestellt; sie enthalt nur die Aminosduren Gly. 
kokoll, Alanin, Serin und Tyrosin als Bausteine. Die quantitative Ana- 
lyse ergab ein Verhaltnis von 1 Tyrosin :7 Serin : 14 Alanin : 21 Gly- 
kokoll. Glykokoll ist in der Peptidkette des Protofibroins amino-end. 
standig, Tyrosin carboxyl-endstindig; sie besteht aus insgesamt 43 Ami. 
nosdureresten, darunter 1 Tyrosin. Durch partiellen Abbau mit Salz-| 
siure und chromatographische Trennung und Identifizierung der Spalt-; 
produkte konnte die Reihenfolge der Bausteine in der Peptidkette weit- 
gehend aufgeklart werden. 


Summary 


Silk fibroin, obtained by the action of papain on raw silk, yielded) 
the crystalline component protofibroin by degradation with chymo| 
trypsin. It contains as individual constituents only the amino acid: 
glycine, alanine, serine and tyrosine. Quantitative analysis gave the 
following proportion: 1 tyrosine : 7 serine : 14 alanine : 21 glycine. The 





37 Nach dem von R. Consden, A. H. Gordon u. A. J. P. Martin, Biochem. 
J. 41, 590 [1947], fiir den MikromafBstab empfohlenen Verfahren. 

38 Die Aussagen iiber die Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen wurde 
in jedem Falle durch Kontrollproben mit den betr. Aminosiuren sichergestellt! 









t 
aphisch | 
id zwar | 
ei eine | 
rasches | 
pte clas | 
fen und | 
rockene | 
chmals © 
rte, wie 
ktionen 


setzung 
dampft 
Einzel- 
Lvsiert, 
ine mit 
rt; die 
iol (ab-} 
‘ab. 21: 
raktion 


is der 
stellten 


} 
eiden- 
Abbau 
1 Gly- 
» Ana- 
| Gly- 
o-end- 
3 Ami- 

Salz.| 
Spalt- 
: Weit- 


ielded) 
hymo- 

acids 
re the 
>. The 


ochem. 


wurde! 


Bd. 300 (1955) Uber Protofibroin, Hauptkomponente der Seidenfaser 67 


terminal positions in the peptide chain of protofibroin are occupied by 
glycine and tyrosine, the former providing the free amino group and the 
latter the free carboxyl group. Protofibroin consists of a total of 43 amino 
acid residues including one tyrosine. By partial degradation with hydro- 
chloric acid and chromatographic separation and identification of the 
cleavage products it was possible to determine to a large degree the order 
of the constituents in the peptide chain. 








Bd. 300 (1955) 


e. . . 
Uber den Eiweifzucker 


I. Mitteil.: Kritische Betrachtung der kolorimetrischen Kohlenhydrat- 
bestimmungsmethoden* 


Von 
H. Siidhof, H. Kellner und N. Schulte 


Aus der Medizinischen Klinik (Direktor: Prof. Dr. R. Schoen) 
und der Kinderklinik (Direktor: Prof. Dr. G. Joppich) der Universitit Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Januar 1955) 


Die meisten EiweiBstoffe enthalten als integralen Bestandteil ihres 
Molekiils Kohlenhydrate, zum Teil in recht erheblicher Konzentration. 
Dieser proteingebundene Zucker (,,EiweiBzucker“‘) macht bei den ein- 
fachen Proteinen im Héchstfalle 4—5°%, aus, bei den Glykoproteiden 
8—20%. In jiingster Zeit ist nicht nur in der theoretischen, sondern auch 
in der klinischen Forschung das Interesse am EiweiBzucker erheblich 
gewachsen; hier konzentrierte sich die Forschung vor allem auf den ge- 
bundenen Zucker der Serumproteine. 

Aus zahlreichen, vor allem angelsichsischen Untersuchungen! der 
letzten Zeit geht hervor, daB man es mit einem funktionell besonders 
wichtigen Serumbestandteil zu tun hat, der mit den Abwehrreaktionen 
zahlreicher pathologischer Vorginge (Tuberkulose, malignes Wachstum, 
rheumatische und allergische Krankheiten u.a.) im Zusammenhang 
stehen mag. 

Nach Eliminierung des nicht an Eiweifs gebundenen freien Zuckers 
(,,Blutzucker‘‘) stellt also der gebundene Zucker den sich aus einer Viel- 
zahl von Fraktionen zusammensetzenden restlichen Gesamtkohlen- 
hydratgehalt des Serums dar. Hierbei soll es sich im wesentlichen um 
Galaktose, Mannose und Glucosamin handeln, die — als Hauptfrak- 
tionen des gebundenen Zuckers zusammengerechnet — mindestens das 
Doppelte des freien Blutzuckers ausmachen sollen. 

Die quantitative Bestimmung dieser gebundenen Zucker ist noch 
recht problematisch und unbefriedigend. Reduktionsmethoden?, etwa 
nach Hagedorn-Jensen, die eine vorherige siurehydrolytische Zer- 
legung des Eiwei8-Kohlenhydratkomplexes notwendig machen, fiihren 
nicht zu exakten Ergebnissen. Eigene umfangreiche Modellversuche 
haben ergeben, daB sich zwar durch langdauernde, aber doch schonende 
Saurehydrolyse in Kohlendioxyd-Atmosphiare gréBere Zuckerverluste 


* Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
unterstiitzt. 

1M. R. Shetlar u. Mitarbb., Cancer Res. 10, 681 [1950]; F. B. Seibert u. 
Mitarbb., Arch. Biochemistry 18, 279 [1948]; Z. Stary u. Mitarbb., Klin. Wschr. 
31, 399 [1953]. 


2 R. Merten, Biochem. Z. 297, 304 [1938]. 
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vermeiden lassen, da aber die sichere Entfernung der stérenden redu- 
zicrenden Nichtzuckersubstanzen aus dem Hydrolysat nicht gelingt, 
selbst unter Anwendung der verschiedensten Fallungsmethoden?. Des- 
halb hat man sich in letzter Zeit vielerorts den Farbreaktionen (Orcin-, 
Anthron-, Tryptophan- und Carbazol-Methode) zur Bestimmung der 
proteingebundenen Kohlenhydrate (im folgenden ,,KH‘ genannt) zu- 
gewandt, zumal der Analysengang bei diesen Methoden weit einfacher 
und rascher ist. 

Alle diese Reaktionen sind aber noch nicht mit der wiinschens- 
werten Kritik angewendet worden: Es fehlt der kritische Vergleich der 
Farbreaktionen untereinander, besonders hinsichtlich ihrer Brauchbar- 
keit bei Serumanalysen, und die Klarung der Frage, wieweit es berechtigt 
ist, den summarischen KH-Farbwert jeder dieser Reaktionen auf Galak- 
tose-Mannose zu beziehen. Unklarheit besteht auch darin, ob die pro- 
teingebundenen KH durch den Analysengang voll erfaBt werden. 

Wir sind diesen Fragen in zahlreichen Modellversuchen nachge- 
gangen und wollen in dieser und in den folgenden Mitteilungen dariiber 
berichten. 

Allen diesen Farbreaktionen ist gemeinsam, daB die KH-haltigen 
Versuchslésungen in hoher Schwefelsaéurekonzentration crhitzt werden. 
Unter Wasserentzug bilden sich Furfurole, die sich mit bestimmten Sub- 
stanzen, z. B. Phenolen, zu Farbstoffen kondensieren. 

Herkunft der verwendeten KH-Praparate sowie die Herstellung der 
Eichlosung: 
Galaktose reinst ,,Merck** Nr. 4061 
Mannose ,,Merck*' Nr. 5985 
Arabinose ,,Merck** Nr. 1492 
Glucose, reinstes Praparat der Deutschen Maizenawerke*) 
Glucuronsaure, verwendet als Glucuronsaurelacton *) 
Glykogen, dargestellt aus Hundeleber 


Zur Herstellung der Eichlésung wurde der Zucker stets vorher sorgfaltig im 
Vak. getrocknet. Bei allen Eichlésungen gingen wir von einer Stammlésung, 
100 mg% Hexose enthaltend, aus; z. B. je 100 mg Galaktose und Mannose ein- 
gewogen und zusammen in einen 200-cem-MeBkolben iiberspiilt und zur Marke 
aufgefiillt. 5 cem dieser gut durchmischten Lésung im MeBkolben auf 50 ccm mit 
aqua dest. aufgefiillt: Eichlésung Galaktose-Mannose, 100 y im ccm enthaltend. 


Orcin-Reaktion* 

Reagenzien 

1. Orcinreagens: 1,5% Orcin (DAB 6 ,,Merck“‘ Nr. 7094) in 30 vol.-proz. Schwefel- 
saure p.a. (maximal 7 Tage im Eisschrank haltbar) 

2. Reaktionsschwefelsaiure: 60 vol.-proz. Schwefelsaure p. a. 

Analysengang: 

Zu l1ecem der zu untersuchenden Lésung werden 2 cem des Orcinreagens 
und 15 cem Reaktionsschwefelsiure gegeben. 


3 N. Schulte, Dissertat. Géttingen 1955. 
4H. Sérensen u. G. Haugaard, Biochem. Z. 260, 247 [1933]. 

*) Fiir die freundliche Uberlassung dieser Versuchspraparate danken wir den 
Deutschen Maizenawerken, Hamburg, bestens. 
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— ebenso wie bei den weiter 
dickwandige verschlieBbare Reagenz- 


Zur Aufnahme dieses Reaktionsgemisches sind 
angefiihrten KH-Bestimmungsmethoden - 
glaser mit Normalschliff, Fassungsvermégen 30-40 ccm, am besten geeignet. 
Der sichere AbschluB des Reaktionsgemisches ist so bei allen Temperierungen des 
Arbeitsganges gewahrleistet. 

Nach gutem Durchmischen werden die Ansatze fiir 20 Min. in ein Wasserbad 
von genau 80° gebracht und die Extinktion der nunmehr violett verfarbten Lé- 
sungen photometrisch bestimmt. Die Ansatze sind vor starkerer Lichteinwirkung zu 

































































Abb. 1 und 2. Orcinreaktion. 


Abb. 1. Adsorptionskurven von Mannose (1 —), Galaktose (2 ---), Glucose (4---); 
Ausgangslésg. 120 y/ecm, Unicam-Spektralphotometer. 


Galaktose (2 ---), Mannose-Galaktose- 
Eppendorf-Photonieter, 


Abb. 2. Eichkurven von Mannose (1 —), 
Gemisch 1:1 (3 —-—-—), Glucuronsiure (5 ). 
Filter Hg 546, Schichtdic ie | cm. 


schiitzen. Bei Versuchen mit reinen Eichlésungen blieb die Extinktion tiber 24 Stdn. 
nach Herausnahme aus dem Wasserbad absolut konstant. Enthalt die Versuchs- 
lésung jedoch EiweiB, muB die Extinktion unverziiglich gemessen werden, da sie 
sich unter diesen Umstanden schon nach | Stde. deutlich verandert, meist im Sinne 
einer Zunahme. 

Abb. 1 zeigt die Absorptionskurven fir Glucose, 
Mannose, jeweils in 12 mg-proz. Lésung. 

Wie ersichtlich, konnten wir Rimingtons Angabe® nicht besti- 
tigen, daB bei Wellenlange 520 my die Extinktionen von Glucose, Galak- 
tose und Mannose zusammenfallen. Allerdings benutzte Rimington ein 
(nicht streng monochromatisches) Filtergerat, waihrend die Kurven der 
Abb. 1 von uns am Unicam-Spektralphotometer gewonnen wurden. 

Abb. 2 zeigt Eichkurven verschiedener Zucker, einschlieBlich der 
Glucuronséure. Bei Versuchen mit Galaktose-Mannose-Eichlésungen 
sind die Werte im Bereich von 20—300 y KH pro cem gut reproduzierbar 
(Bestimmungsfehler unter 3°). 


Galaktose und 





5 (, Rimington, Biochem, J. 34, 931 [1940]. 
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Anthron-Reaktion® 

Reagenzien: 

Anthronreagens: 0,2% Anthron (,,Merck** Nr. 1461) in 78 vol.-proz. Schwefelsaure 
p. a. 

Analysengang: 

Schliffreagenzglaiser (s. 0.) werden mit je 10 ccm eisgekiihltem Anthron- 
reagens beschickt und ins Eisbad verbracht. Nunmehr wird vorsichtig je 1 ccm der 
Versuchslésung tiber das Anthronreagens geschichtet. Nach griindlichem Durch- 
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Abb. 3 und 4. Anthronreaktion. 
Abb, 3. Adsorptionskurven von Mannose (1 —), Galaktose (2 ---); Ausgangs- 
lésung 100 y/ecm, Zeiss-Spektralphotometer. 
Abb. 4. Eichkurven von Mannose (1 ), Galaktose (2 ---), Glucose (4 is 
Glucuronsaure (5 —-—+—), Mannose-Galaktose-Gemisch 1:1 (3 — -—-—). Eppen- 


dorf-Photometer, Filter Hg 578, Schichtdicke 1 cm. 


mischen der festverschlossenen Ansatze werden sie sofort fiir 5 Min. in ein stark 
kochendes Wasserbad itibergefiihrt und anschlieBend mindestens 10 Min. lang eis- 
gekiihlt. Nach Eintemperierung auf Zimmerwirme wird die Extinktion gemesse*. 

Auch auf das Anthron-Reagens sprechen zahlreiche Zucker wiederum 
in ganz unterschiedlichem AusmaBe an (Abb. 3 und Abb. 4). Hier werden 
Absorptionskurven von 10 mg-proz. Galaktose- und Mannose-Lésungen 
und ferner Eichkurven wiedergegeben, die mit Galaktose-, Mannose-, Glu- 
cose- und Glucuronsaure-Lésungen gewonnen worden sind. Die Repro- 
duzierbarkeit von Eichwerten ist auch bei der Anthronreaktion sehr gut 


6 M. M. Graff u. Mitarbb., J. Lab. clin. Med. 37, 736 [1951]. 
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und die Genauigkeit noch bei 1 cm Schichtdicke im Bereich von 20 bis 


300 y/ecm Galaktose-Mannose durchaus befriedigend, wobei sich die — 


mehrstiindige Konstanz des Farbwertes als Vorteil erweist. 


Tryptophan-Reaktion’ 
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Reagenzien : 
1. Tryptophanreagens: 1 proz. waBrige Tryptophan-Lésung (pL-Tryptophan 
»»Bayer*‘) : 
2. 77 vol.-proz. Schwefelsaure p. a. 
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07 07 
06 
057 ; 
ov : 
‘; ree 
a2 Ze 
Ms 
*) 
400° 430 500 550 600 650 700 ne 800 40 80 
Abb. 5 und 6. Tryptophanreaktion. 
Abb. 5. Adsorptionskurven von Mannose (1 ), Galaktose (2----), Glucose 
(4 ); Ausgangslésung 120 y/ccm, Zeiss-Spektralphotometer. 
Abb. 6. Eichkurven von Mannose (1 ), Galaktose (2 ----- ), Glykogen 
(6 ++ — —-+), Arabinose (7 —--- —---), Glucuronséure (5 —-—-), Eppendorf. 


Photometer, Filter Hg 546, Schichtdicke 1 cm. 


Analysengang : 


1 ccm der Versuchslésung und 7 ccm der 77 vol.-proz. Schwefelsiure werden in ~ 
Schliffreagenzglaser pipettiert und mit Eiskiihlung versorgt. 10 Min. spater erfolgt — 


die Uberschichtung der Ansatze mit je 1 cem des Tryptophanreagens. Nach 


kraftigem Durchmischen werden die Glaser nunmehr fiir 20 Min. ins kochende — 
Wasserbad verbracht und anschlieBend wiederum in Eiswasser abgekiihlt. Nach — 
Eintemperierung auf Zimmerwarme wird die Extinktion der jetzt braunlichen — 


Lésung gemessen. 

Abb. 5 stellt die von 12 mg-proz. Glucose-, Galaktose- und Mannose- 
Lésungen gewonnenen Absorptionskurven dar, Abb. 6 die Eichkurven 
einer Reihe von KH-Lésungen. 


Die Reproduzierbarkeit der Farbwerte dieser Reaktion, wie sie hier” 
nach der Vorschrift von Shetlar wiedergegeben worden ist,! wird durch| 
die Unbestandigkeit des Tryptophanreagens etwas beeintrachtigt. Denn” 
die 1-proz. Tryptophanlésung fallt bisweilen so rasch aus, daB bei 








7H, R,Shetlar u. Mitarbb., Proc. Soc. exp. Biol. Med, 76, 125 [1948]. 
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groBeren Bestimmungsserien merkliche Fehler entstehen kénnen. Ge- 
ringere Tryptophankonzentrationen wiederum versetzen die Extink- 
tionswerte in ungiinstige MeBbereiche und zwingen dazu, zum Photo- 
metrieren gr6Bere Schichtdicken zu verwenden, besonders bei niedrigeren 
KH-Gehalten. Bei der Tryptophanreaktion ist deshalb zu jeder Be- 
stimmung die Aufstellung einer neuen Eichkurve unumginglich. 


Carbazol-Reaktion8 








Abb. 7. Carbazolreaktion. Ad- 
sorptionskurven von Mannose 
(1 ), Galaktose (2 ----- 5 
Glucose (4 ---); Ausgangslésung 
120 y/cem., Zeiss-Spektralpho- 
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Abb. 8 und 9. Carbazolreaktion. Eichkurven von Mannose-Galaktose-Gemisch 


(3 —-—-—), Glucose (4°), Glucuronsdiure (56 —-—-—), Glykogen 
(6 ++----—-+), Arabinose (7 —:+—-:**—); Elko II, Filter S 55, 
Schichtdicke 1 cm. 

Reagenzien: 


1. Carbazol-Reagens: 0,5% Carbazol (,,Merck‘‘ Nr. 2177) in absol. Alkohol p. a. 
2. 84-proz. Schwefelsiure p. a. 


Analysengang : 


6 ccm 84-proz. Schwefelsiure werden in Schliffreagenzglaser pipettiert und eis- 
gekiihlt. Nun werden die Ansatze mit 1 ccm der Versuchslisung versetzt, gut 
durchmischt, sodann mit 0,2 ccm des Carbazolreagens beschickt und erneut 
kraftig durchschiittelt. Die Reaktionsgemische kommen jetzt fiir genau 10 Min. in 
ein kochendes Wasserbad, um danach in Eiswasser geschwind abgekiihlt zu werden. 
Nach Eintemperierung auf Raumwarme wird die Extinktion gemessen. 


8 F. B. Seibert u. J. Atno, J. biol. Chemistry 168, 511 [1946]. 


40 80 120 160 200 240 280 
x/ccm 
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In Abb. 7 werden Absorptionskurven demonstriert, die mit 12 mg. 
proz. Lésungen von Glucose, Galaktose und Mannose ermittelt wurdei.. 
Abb. 8 zeigt Eichkurven verschiedener Kohlenhydratlésungen. Die Eich- 
kurven gehen nicht durch den Nullpunkt, weil die Farbwerte der Car- 


bazol-Reaktion nicht genau dem Lambert-Beerschen Gesetz gehorchen. © 
Wie die Abb. 9 zeigt, liefert die Eichreihe im Bereich zwischen 10 und © 


300 y Galaktose-Mannose pro ccm keine Gerade. Doch lassen sich in 
engeren Bereichen brauchbare Eichlinien aufstellen, so etwa zwischen 


10 und 80 y/cem oder 80 und 200, bzw. 200 und 300 y/ecm. Wenn man | 


also die Eichkurve in dieser Weise anlegt, darf man brauchbare Resultate 
erwarten. 
Besondere Sorgfalt ist der einwandtreien Abmessung des alkoho- 
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lischen Carbazol-Reagens (0,2 cem mit Blutzuckerpipette) zuzuwenden, © 
denn schon geringste Mengenakweichungen verursachen grobe Be- 


stimmungsunterschiede. 


a-Naphthol-Reaktion® 
(Abgewandelte Molisch-Probe !) 
Reagenzien: 
1. x-Naphthol-Reagens: 2% «-Naphthol (p. a. ,.Merck*’ Nr. 6223) in 96-proz. 
Alkohol (stets frisch zuzubereiten) 
2. konz. Schwefelsdiure p. a. 


Analysengang : 


Zu 2 ccm Versuchslésung werden im Schliffreagenzglas 0,5 cem des «-Naph- 
thol-Reagens gegeben und kraftig durchmischt. Nun wird vorsichtig mit 6 ccm 
konz. Schwefelsiure unterschichtet und sofort danach der Reaktionsansatz 30 Sek. 
im Eiswasser unter Rotation gemischt. Nach weiterer 45 Min. langer Exposition 
in Zimmertemperatur erfolgt die Extinktionsmessung. 

Nach Angaben von Krainick erfaBt diese Reaktion alle Pentosen, Hexosen, 
Di- und Polysaccharide einschlieBlich der Cellulose. Wie ja auch die gewohnliche 
Molisch-Probe als eines der empfindlichsten allgemeinen Nachweisverfahren fiir 
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KH-Spuren gilt und deshalb haufig benutzt wird, so weist auch die Krainicksche ; 


Modifikation eine sehr hohe Empfindlichkeit auf. Dies tut sich in starken Farb- 
intensitaéten — schon bei geringsten KH-Konzentration — kund; man kommt 


also trotz kleiner Schichtdicke (1 cm) in die vorteilhaftesten MeBbereiche der ~ 


Extinktionsskala. Andererseits ist diese Methode nicht sehr genau, z. T. wohl 
infolge der Unbestandigkeit des Farbwertes. So gelingt es selten, wirklich be- 
friedigende Eichkurven aufzustellen (s. Abb. 10). Wegen der Einfachheit der Durch- 
fiihrung ist sie aber zu orientierenden Voruntersuchungen geeignet. Bei der weiteren 
Besprechung der verschiedenen KH-Bestimmungsmethode soll die «-Naphthol- 
reaktion jedoch nicht beriicksichtigt werden. 


Nachdem wir die vier erstgenannten Farbreaktionen auf ihre Ge. 


nauigkeit an reinen waBrigen Zuckerlésungen eingehend itiberpriift 
hatten, sind wir zu Untersuchungen an Eiweiblésungen tibergegangen. 


Bei SerumeiweiB8 bzw. dessen Fraktionen wird von der Voraussetzung 


; 


rae, daB der in ihnen gebundene KH-Anteil in der Hauptsache ~ 


. H. G. Krainick, Mikrochemie 29, 46 [1941]. 
10H. Molisch, Mh. Chem. 7, 198 [1886]. 
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als Galaktose und Mannose im Verhaltnis 1:1 vorliegt. Diese Angabe 
wird zwar von den meisten Autoren immer wieder vertreten, jedoch er- 
scheinen die experimentellen Belege hierfiir durchaus noch nicht aus- 
reichend. 

Das Glucosamin darf hier unberiicksichtigt bleiben, weil es bei den 
_ geschilderten kolorimetrischen KH-Bestimmungsmethoden nicht mit- 



































reagiert. 
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Abb. 10. «-Naphtholreaktion. Eich- We bt 
kurve von Mannose-Galaktose-Ge- Q3 rs ; 
misch (3 —-—+—); Eppendorf-Pho- Jy 
tometer, Filter Hg 436, Schicht- a2 rz | 
dicke 1 cm. of git | 
wa | 
4 
40 80 100 12 
x/ccm —— 


Auch der Glucuronsaure-Gehalt ist — jedenfalls bei Untersuchung desSerum- 
eiweiBes — ohne wesentlichen Belang. Wie die vorhergehenden Abbildungen zeigen, 
sind die Extinktionen von Glucuronsaure-Lésungen gegeniiber solchen von Galak- 
tose-Mannose gleicher Konzentration au8erordentlich gering. Mit Hilfe der durch- 
aus nicht ganz spezifischen Naphthoresorcin-Methode?") ermittelten wir im Serum- 
eiweiB einen Glucuronsaéure-Gehalt von nur 0,16% im Mittel. 


' Tab. 1. Die Bestimmung der verschiedenen EiweiBlésungen zugesetzten Hexosen 
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(Galaktose-Mannose) nach der Orcin-Methode. 


























Hex ose us .t*: Gef. 
Vers.-X KH-Gehalt zu gleichen Hexose- Bestim- 
eseaieiiess iaiiiieieiitiee in y/ccm, ||'Tei’en verJiinnt} gehalt | mungsfehler, 
Datum EiweiBldeun ‘ ber. als mit Galzktose- | in y/ecm |bezog. auf die 
(1953) in Galaktose- || M nnose-Lésg.| dieses zugesetzte 
Mannose enthalten | Ge- |Hexosemenge 
y.ccom Hexose misches 
1 Serum ae : Ben oa ROY 
3. XII. | 1:10 verdiinnt 251,5 240 251,5 2.5% 
2 etwa 900 mg% * F F . 
12. XII. |Hihneralbumin | 2485 120 186 1% 
3 etwa 500 mg% * 
r os i 9 a 2 . o/ 
14. XII. | Hithneralbumin 129 120 124 unter 1% 
4 , : 
21. XII. Mucin** 194 120 157.5 unter 1% 
*) Albumin aus Eiern, ,,Merck’’ Nr. 967. **) Mucin, rein ,,Bayer“. 


1 §.Hollmann u. E. Wille, diese Z. 290, 91 [1952]. 
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Es wurde gepriift, wieweit Zuckerzusatz (Galaktose-Mannose) zu 7 
KiweiBlosungen mit Hilfe der angefiihrten Farbreaktionen quantitatiy 
riickermittelt werden kann (s. Tab. 1). Weil uns vorerst der gebundene 
Zucker des Eiweies nicht interessierte, haben wir die an der zusatz. | 
freien EiweiBlésung gefundenen Extinktionswerte willkirlich auf die’ 
Galaktose-Mannose-Eichkurve bezogen (s. Liaingsspalte 3 der Tab. 1). 
Diese Zusatzversuche fielen befriedigend aus. AuBer den auf der Tab. | | 
wiedergegebenen Ergebnissen mit Hilfe der Orcin-Reaktion haben wir | 
analoge Resultate mit der Anthron-Methode ermittelt. 

Zur Bestimmung des proteingebundenen Zuckers war die Frage 2u | 
klaren, wieweit die im EiweiBmolekiil verankerten KH sich an der Farb. | 
reaktion beteiligen, d.h. ob zur vollstandigen Erfassung der protein. | 
gebundenen KH eine EiweiBaufbereitung notwendig ist oder nicht. Unter 
dieser Fragestellung priiften wir Serumeiweif — sowohl nach Saurehy- | 
drolyse als auch unaufbereitet — auf seinen Zuckergehalt. Ubereinstim- 
mend kamen wir hierbei in mehreren Versuchen zu gleichen Werten 

_ (unter Anwendung der Orcin- und Anthron-Methode). Beispiel (26. 10.54): 


2 cem Serum in 10 cem 5-proz. Trichloressigsiure im Zentrifugenglas gefallt, 


Niederschlag 2-mal gewaschen und nach Auflésen (mit 2 ccm aqua dest. und 1-3 — 


Tropfen 1-n.NaOH) in 25-cem-MeBkolben iiberspiilt und nach Zusatz von 10 ccm — 
10-proz. Salzsiure zur Marke aufgefiillt. Aliquote Teile als Ansitze A und B ent- © 
nommen, 


Ansatz A: KH-Bestimmung nach 3-stdg. Exposition im kochenden Wasserbad — 


unter Kohlendioxyd-Atmosphare. 
Ansatz B: sofort analysiert. 
Ansatz A: 125 y/eem KH | 
Ansatz B: 128 y/eem KH f{ 
Der Salzséure-Zusatz wurde bei der Eichkurve und bei den Leerwerten in ~ 
entsprechender Weise beriicksichtigt. 


mittels Anthron-Reaktion. 


Hieraus kann geschlossen werden, daf die Art der EiweiBbindung — 
fiir die kolorimetrische KH-Bestimmung ohne Belang ist. Das gilt jeden. — 
falls fir die Analysen an SerumeiweiB. Bei Anwendung der Orcin- und © 
Anthron-Methode, die uns hier zum Beweis dienten, werden auch in un. © 
aufbereiteter EiweiBlésung simtliche proteingebundenen Zucker erfakt. — 

Alle hier besprochenen Farbreaktionen benétigen stark konzen- — 
trierte Schwefelsiure und Erhitzen auf hohe Temperaturen. Es darf nun” 
keinesfalls die Erfahrung miBachtet werden, daB schon reine Eiweif-— 
lésungen unter diesen Umstiinden die verschiedensten Farbténe durch- | 
laufen kénnen. Dieser mehr oder minder intensive Schwefelsaure-Eiweib.- 
Farbwert wirkt sich auf die Gesamtextinktion aus, und zwar bei allen — 
gepriiften kolorimetrischen KH-Bestimmungsmethoden. Erstaunlicher- 
weise wurde dieser Umstand von nahezu allen Autoren tibersehen. Nur! 
Seibert und Atno haben bei der Beschreibung der Carbazol-Methode | 
die neben der KH-Farbreaktion ablaufende Eiweibfarbtonung durch | 
Saureeinwirkung in Rechnung gesetzt. 

Bei der Bestimmung von KH im Eiwei’, sofern man sich der ange: | 
fiihrten kolorimetrischen Methoden bedient, sind somit zwei Leerwerte ~ / 
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zu eliminieren: Neben dem Leerwert, der durch Farbreagens, Séure und 
Wasser (in der Menge der Versuchslosung) bedingt ist, muB der Schwefel- 
siure-Eiweib-Leerwert beriicksichtigt werden. Dieser ergibt sich, wenn 
man die betreffende EiweiBlésung nur mit der fiir das Reaktionsgemisch 
vorgeschriebenen Schwefelsiure versetzt, in gleicher Weise wie beim 
Hauptversuch erwarmt und die entstandenen Extinktionen gegen einen 
dritten Leerwert miBt, der anstatt Eiweif und Schwefelsiure die gleiche 
Menge Wasser und Schwefelsiure enthalt. 

Eingehende Uberpriifung hat ergeben, daB die Farbténung des 


> BiweiB-Schwefelsiureansatzes — jedenfalls bei tiblichen Proteinen — 


ausschlieBlich auf der Reaktion des EiweiBes mit der Saiure beruht. Denn 
der KH-Gehalt der EiweiBlésung spielt in den untersuchten Bereichen 
(bis 2% KH im EiweiB) als Ursache einer KH-Saure-Reaktion keine 
Rolle. Auch geben Galaktose-Mannose-Eichlésungen (10 mg), mit den 
entsprechenden Schwefelsiure-Mengen versetzt, gegen Wasser-Schwefel- 


’ siure-Leerwerte keine meBbare Extinktion. 


Wie wichtig die Beriicksichtigung dieses durch die Reaktion Schwe- 


_ felsiure-EiweiB bedingten Extinktionsanteiles ist, zeigt Tab. 2 an zwei 
' Beispielen bei Anwendung der Orcin-, Anthron- und Tryptophanreaktion. 


Tab. 2. Der EinfluB der Schwefelsiure-EiweiB-Reaktion auf die Extinktion 
von kolorimetrischen KH-Bestimmungsmethoden. 


1 cem des Nativ-Serums bzw. des aufgelésten Dialysat-Trockenpulvers* wurde mit 


' 10cem 5-proz. Trichloressigsiure gefallt. Der nachgewaschene und wieder auf- 
 geléste Niederschlag wurde in 20-cem-MeBkolben iiberspiilt und bis zur Marke auf- 
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‘aBt. 
zen- 
nun ~ 
reil- 





) Uberlassung wir den Behring-Werken, 


gefiillt. Je 1 cem dieser Lésung diente zur Haupt- und Leerbestimmung. 














l 2 | 3 Sop (ae ok: we 7 
I 
Extinktion y/cem Hexose 
Vers.-Nr. EiweiB- a b r 
lésung KH-Farb-| H,SO,- goer unter _— 
Datum (Verdiin- reaktion | Reaktion jp ‘hee Beriick- | Bestimm..- 
1954 nung) an der an der FiweiB sichtigung] Methode 
EiweiB- | EiweiBb- Ve . vor 
0h a osg. 
losg. lésg. 
a 0,1265 | 0,0335 78,5 57,25 | Orcin 
5 Dialysat ae een — iter 
,, Behring“ 0,226 0,076 61 40,5 Tryptophan 
26. XI. (1:20) 0,140 0,041 77,5 54,5 Anthron 
— 0,111 | 0,009 89 80 Orein 
6 Serum 
0,3155 0,056 76 62,5 Tryptophan 
13. XII. | (1:20) 0,1455 | 0,018 83,25 | 73 Anthron 























* Es handelt sich um ein Versuchspraparat, fiir dessen Herstellung und 
Marburg, bestens danken. 
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Auf der Langsspalte 5 dieser Tabelle sind die auf der Eichkurve abge. ; 


lesenen KH-Werte wiedergegeben, wenn die Schwefelsiure-Eiwei}. — 
Reaktion als zusatzlicher Leerwert unberiicksichtigt bleibt. Wird da. ~ 


gegen dieser Leerwert von der Gesamtextinktion subtrahiert, erhalt man 


die viel niedrigeren KH-Werte der Lingsspalte 6. Wie ersichtlich, macht 


4 
2 
s 
2 


bei der hier wiedergegebenen Versuchsanordnung die durch Schwefel- ~ 
siiure-EiweiB bedingte Extinktion bis zu 30% des auf der Eichkurve ab. 


gelesenen KH-Wertes aus! 


So befriedigend die Anwendung und der Vergleich der vier ge- © 
schilderten KH-Reaktionen (Orcin-, Tryptophan-, Anthron- und Car- ~ 
bazol-Methode) bei Untersuchungen an reinen Zuckerlésungen ist, — ~ 
beim eiweiBgebundenen Zucker und dessen Bestimmung treten einige — 


Probleme neu auf. Selbst wenn man es als sicher gelten 1éBt, daB die 
Hexosen Galaktose und Mannose den wesentlichen Anteil der protein- 


gebundenen KH des Serums ausmachen, steht noch nicht fest, ob diese 


beiden Komponenten wirklich in aquimolarer. Menge vorhanden sind. ~ 


_ Es muB auch damit gerechnet werden, da das angenommene Normal- 


Tab. 3. Vergleich der Anthron-, Tryptophan-, Orcin- und_Carbazolmethode bei der 
Bestimmung der gebundenen KH des Serumeiweifes 
(Nativseren von Kranken mit Trichloressigsiure gefallt, analog den Versuchen 
der Tab. 2). 





Vers. Nr. y/eem eiweiBgebundene KH im Blutserum nach TCE-Fallung 





Datum und nach der Farbreaktion mit: 

1954 Anthron Tryptophan | Orcin Cashecsl 
29. XI. 1110 1140 1290 "a 
24, XI. 1060 1070 1330 Pi 
26. x I. 1180 960 990 
50. XI. 1170 1560 1180 - 
13, XI. 1160 1015 1500 4 
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verhaltnis der beiden Hauptzuckerkomponenten sich bei pathologischen 
Zustinden in uniibersichtlicher Weise verschiebt. 


Bei der Untersuchung von Nativ-Seren kamen wir — unter ver- 
gleichender Anwendung der vier Farbreaktionen — durchaus nicht zu 
iibereinstimmenden Werten (s. Tab. 3). Die von Graff und Mitarbei- 
tern® betonte gute Ubereinstimmung zwischen der Anthron- und Trypto- 
phan-Methode kénnen wir somit nicht bestatigen. Vielmehr scheinen 
uns die von Methode zu Methode variierenden Analysenergebnisse am 
Serum darauf hinzudeuten, daB sich im SerumeiweiB entweder neben 
der Galaktose und Mannose noch andere jeweils unterschiedlich mit- 
reagierende KH befinden oder daB Galaktose und Mannose nicht aqui- 
molar vorhanden sind. 


Je nach Fragestellung wird man die anzuwendende Farbreaktion 
auszuwahlen haben. Entscheidend ist, welche Zuckerarten man in dem 
betreffenden Untersuchungsmaterial zu gewartigen hat. Handelt es sich, 
wie z. B. im Serumeiwei8, im wesentlichen nur um Galaktose und Man- 
nose, deren Verhaltnis zueinander nicht gesichert ist, so empfiehlt es sich, 
eine Wellenlange zu benutzen, bei der beide Zucker etwa die gleiche Ex- 
tinktion ergeben, z. B. bei der Orcin-Reaktion um 490 my, bei der An- 
thron-Reaktion um 578 mu. 


Weniger zu empfehlen sind nach unseren Erfahrungen die Trypto- 
phan-Reaktion (wegen der Unbestindigkeit des Reagens) und die 
Carbazol-Reaktion (wegen der ungiinstigen Eichkurve und der Fehler- 
mdglichkeit beim Pipettieren des Reagens). Die Anthron-Reaktion 
bietet den Vorteil eines besonders einfachen Analysenganges, den Nach- 
teil, daB die Untersuchungsfliissigkeit eine hohe Saéurekonzentration und 
sehr hohe Temperaturen tiber sich ergehen lassen mubB. Demgegeniiber 
wird bei der Orcin-Reaktion mit schwacherer Saure und niedrigerer Tem- 
peratur gearbeitet, ein Umstand, der die Gefahr stérender Nebenwir- 
kungen wesentlich herabsetzt. Gegentiber der schon 25 Jahre bekannten 
Orcin-Reaktion scheinen uns jedenfalls die neuerlich herausgestellten 
KH-Bestimmungsmethoden, die Anthron-, Carbazol- und Tryptophan- 
reaktion, keinen wesentlichen Vorteil zu bieten. Die Orcin-Reaktion 
wird in der Tat auch bis heute in namhaften Laboratorien! ange- 
wandt. 


Bei aller Zuriickhaltung, die wir uns trotz langer Vorarbeit und 
zahlreicher Versuche auferlegen miissen, m6chten wir doch abschlieBend 
feststellen, daB sich bei uns die (von uns allerdings auch am haufigsten 


_ angewandte) Orcin-Methode am besten bewahrt hat, vor allem was die 
_ Giite der Doppelbestimmungen, die Reproduzierbarkeit und die Halt- 
_ barkeit des Reagens anbetrifft. Hierfiir ein Beispiel, das zugleich die 


2H. E. Schultze, Angew. Chem. 62, 395 [1950]. E.J.Cohn u. Mitarbb., 


_ J. Amer. chem. Soc. 69, 53 [1947]. G. Blix, A. Tiselius u. H. Svensson, J. 


biol. Chemistry 137, 485 [1941]. 








80 H. Siidhof, H. Kellner und N. Schulte, Pd. 300 (1955) 7 


Bestindigkeit des EiweiBzuckers bei mehrtagiger Aufbewahrung des : 


Nativ-Serums im Eisschrank zeigt (s. Tab. 4). 


Tab. 4. Der eiweiBgebundene Zucker nach Alterung des Serums 
(Orcinmethode, Alkoholfallung). 








y/eem eiweiBgebundene Hexosen im Serum a 
Vern. ein iia Nach 3tagiger Aufbewah- | 
Datum 1954 frisch sila t rung im Kisschrank unter. — 
. sucht 
44 1700 1660 
30. X1./2. XII. 
18 905 6 
30. X1./2. XI. 2020 2000 








Zur Gewahrleistung optimaler Analysenergebnisse ist es jedoch auch 


_bei der Orcinreaktion, wie tiberhaupt bei allen hier genannten KH. — 


Farbreaktionen ratsam, bei jeder Bestimmungsserie mindestens zwei 
Kichwerte zur Aufstellung der Eichkurve mitlaufen zu lassen. Bei Ver- 
gleich von Eichkurven, die mit denselben Reagenzien, aber an verschie- 
denen Tagen aufgestellt wurden, ergaben sich némlich geringfiigige Ab- 
weichungen. Das weist darauf hin, dai schon geringe Unterschiede in den 
jeweils herrschenden Reaktionsbedingungen (Wasserbad, Dauer der Er- 
hitzung, Zimmertemperatur) von EinfluB auf die entstehenden Farb- 
werte sein kdnnen. 

Die hier geschilderten methodischen Untersuchungen reichen jedoch 
bei weitem nicht aus, zur Bestimmung des eiweiBgebundenen Zuckers, 
vor allem im Blutserum, endgiiltig Stellung zu nehmen. Hier ist eine 
Fallung des EiweiBes unumgianglich, um zunachst den stérenden freien 
Zucker zu entfernen. 

Die Frage der zweckmaBigsten EiweiBfallung, insbesondere bei 
Serumuntersuchungen, und die Stabilitat der Eiweib-KH-Bindung und 
deren Beeinflussung im Analysengang behandelt die folgende Mitteilung. 


Zusammenfassnng 


Die kolorimetrischen Bestimmungsverfahren von Kohlenhydraten 
mittels der Orcin-, Anthron-, Tryptophan- und Carbazolreaktion ergeben 


bei Anwendung an waBrigen KH-Lésungen bekannter Zusammensetzung 


gute Resultate. Bei der Analyse von Serumeiweif auf den Gehalt an 


proteingebundenem Zucker ergeben sich jedoch zwischen den einzelnen ~ 
Verfahren deutliche Unterschiede, die mit dem wechselnen Verhiltnis — 
der KH-Komponenten im EiweiB in Zusammenhang gebracht werden. — 
Die Orcinmethode scheint am besten geeignet zu sein. Die «-Naphthol- — 


probe ist zwar am empfindlichsten, aber wegen ihrer Ungenauigkeit nur 
fiir orientierende Versuche zu empfehlen. 
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des Summary 


The colorimetric methods for the determination of carbohydrates 

by means of the orcin, anthrone, tryptophane and carbazole reactions 

_ give good results when applied to aqueous carbohydrate solutions of 

— | known composition. When however serum proteins are analysed to deter- 

_ mine the protein-bound sugar content, marked differences are observed 

vah- | between the individual methods; these differences can be related to the 

nter- | varying proportions of the carbohydrate components of the protein. The 

orcin methods seems to us to be the most suitable. The «-naphthol test 

is the most sensitive but in view of its inaccuracy can only be reeommen- 
ded for preliminary tests. 
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Bd. 300 (1955) © Bd 
Da 
+ md . 
Uber den Eiweifzucker = 
| Nie 
II. Mitteil.: Zur Bestimmung im Serum i ci 
; a Fin 
Hinweise auf unterschiedliche Stabilitét des Eiweif-Kohlenhydrat- p Au 
Komplexes* 3 pip 
Von S — 
- die 
H. Siidhof und H. Kellner kon 
Aus der Medizinischen Klinik (Direktor: Prof. Dr. R. Schoen) Es wur 
und der Kinderklinik (Direktor: Prof. Dr. G. Joppich) der Universitit Géttingen “ app 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Januar 1955) ; 
~ Zen 
In der I. Mitteilung! betonten wir die Notwendigkeit, vor jeder” geg 
kolorimetrischen EiweiBzucker-Bestimmung des Serums den freien Nat 
Zucker, den sog. Blutzucker, zu entfernen, was am zweckmiaBigsten ” hie 
. . 0 . : : > del 
durch Eiwei®fallung mit nachfolgendem Auswaschen des Niederschlages 
' geschieht. Als Fallungsmittel bevorzugen die meisten Autoren Alkohol,” KH. 
Stary? zieht Trichloressigsiure (TCE) vor. Alle Autoren arbeiten jedoch — 16 ¢ 
5 e ; - A 5 : nu”). 
mit Abmessungen des Serums, die der Genauigkeit der Bestimmung ab. | “” P 
eee . 5 mae i = j unc 
traglich sind, indem namlich 0,1 bzw. 0,2 cem Serum gefallt und der 
Niederschlag ohne weiteres dem Ausgangsvolumen gleichgesetzt wird. © schli 
Wir selbst haben zahlreiche Fallungsmethoden tiberpriift, insbe- — die ( 
sondere im Hinblick auf die Brauchbarkeit fiir die anschlieBende Orcin- wry 
_ i ‘ ee : auch 
Reaktion. Als ungeeignet ausgeschieden wurden die Schenk-, Uranyl- © j,q,, 
acetat-, Pikrinséure-, Molybdinsaure- und Acetonfallung. Zu naherer” * 
7. ss : :. > : Pp care ° 
Uberpriifung schienen schlieBlich die Alkohol-, TCE-, Zinkhydroxyd._ hierb 
und Metaphosphorsiurefillung geeignet. Die letztere lieferte die gleichen | ™* ¢ 
Ergebnisse wie die TCE-Fallung und soll im folgenden nicht weiter be gay, 
stdl. , 
sprochen werden. heit « 
Methodik 
Bei allen Versuchen am Nativserum, am dialysierten Serum wie am wieder- 
aufgelésten Serumdialysat-Trockenpulver B.W. sind wir in gleicher Weise vor. 
gegangen: Der nachgewaschene und wieder aufgeléste EiweiBniederschlag von” Rind 
1 com Serum wurde in ein MeBk6lbchen von 20 ccm quantitativ tibergespiilt und — \Werk, 
zur Marke aufgefiillt. Hiervon wurde dann jeweils 1 ccm fiir die Haupt- und ; 
Leerwerte entnommen. Im einzelnen gingen wir folgendermaBen vor: gegen 
fo 
Alkohol-Fallung: seiner | 
In je zwei Zentrifugenglaser, je 20 ccm absol. Alkohol enthaltend, wurden i gelost 
tropfenweise 0,5 cem Serum pipettiert und nach 30 Min. abgeschleudert. 
Es empfiehlt sich, bei allen Fallungen den Ansatz unmittelbar nach Zugabe _ kiuflic 
der EiweiBlésung mit einem Glasstabchen kraftig umzuriihren, damit der Eiweil-— 4 
niederschlag feiner dispers wird und seine Wiederauflésung erleichtert wird. der R 
* Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft 3 
unterstitzt. ‘zinisch 
1H. Siidhof, H. Kellner, u. N. Schulte, diese Z. 800, [1955], vorstehend. * 
2 Z. Stary u. Mitarbb., Bull. de la Faculté de Med. d’Istanbul 18, 243 [1950] Beh pj 
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Jeder Niederschlag wurde zweimal mit dem Fallungsreagens nachgewaschen. 
Dabei wurde das Uberstehende nicht dekantiert, sondern vorsichtig mit einer 
hakenférmigen Glaskapillare abgesaugt. Die anschlieBende Wiederauflésung des 
Niederschlages erfolgte in 2 com aqua dest., wenn nétig unter Zugabe von 1—5 
Tropfen 1-n.NaOH. Auf sorgfaltiges Abspiilen der Glasstabchen wurde geachtet. 
Fiir die quantitative Uberfiihrung in den 20-ccm-MeBkolben bewahrte sich das 
Aufsaugen des gelésten Niederschlages bzw. des Spiilwassers mit Hilfe einer Glas- 
pipette. Da fiir die Alkoholfallung von je 2 Ansaitzen zu 0,5 cem Serum ausgegangen 
worden war, muBten diese beim Uberspiilen miteinander vereinigt werden, um auf 
die allen unseren Bestimmungen gemeinsame Serumverdiinnung von 1:20 zu 
kommen, 

TCE-Fallung: In ein mit 10 cem 5-proz. TCE beschicktes Zentrifugenglas 
wurde tropfenweise 1 ccm Serum pipettiert. Die weitere Behandlung erfolgte analog 


der Alkohol-Fallung. 


Zinkhydroxyd-Fallung nach Somogyi?®: Zu 1 cem Serum wurden im 
Zentrifugenglas 8 ccm der Zinkhydroxyd-Lésung und 1 ccm der Natronlauge 
gegeben. Der Niederschlag, mit einem Gemisch von Zinkhydroxydlésung und 


» Natronlauge (im Verhialtnis 8:1) gewaschen, wurde mit 2 ccm aqua dest. und einigen 


Tropfen 1-n.Schwefelsaure wieder in Lésung gebracht. Weiterer Arbeitsgang wie 
bei den obigen Fallungen. 

Bei der Untersuchung einzelner SerumeiweiSfraktionen, insbesondere des 
KH-armen Humanalbumins, wurde mit anderen Volumina gearbeitet, z. B.: 


-16cem einer 3,8-proz. Humanalbuminlésung wurden durch Zugabe von 4 ccm 


20-proz. TCE gefallt, der Niederschlag zweimal mit 5-proz. TCE nachgewaschen 
und nach Auflésung in einen 20-cem-MeBkolben iiberspiilt. 

Wichtig ist die Feststellung, daB die drei genannten Fallungsmittel die an- 
schlieBende KH-Farbreaktion nicht beeinflussen: Weder stéren Spuren davon 
die Orcin-Reaktion, noch wirkt sich Alkohol- baw. TCE-Zusatz auf die Extink- 
tionen waBriger Hexose-Lésungen aus, sei es bei der Anthron-, Carbazol- oder 
auch der Tryptophanmethode. Alle hier angegebenen Analysenwerte fiir Kohlen- 
hydrate sind als Galaktose-Mannose (1:1) berechnet. 

Die EiweiBbestimmung erfolgt nach der Mikro-Kjeldahl-Methode. Der 
hierbei als EiweiB-Stickstoff ermittelte Wert (= Gesamt-N minus Rest-N) wurde 
mit dem Faktor 6,25 multipliziert. 

Bei den Dialyse-Versuchen (72 Stdn. im Cellophanschlauch gegen 6—8- 
stdl. gewechselte physiol. Natriumchlorid-Lésung bei + 4°) wurde stets die Intakt- 
heit der Membran durch Aufblasen unter Wasser gepriift. 


Herkunft der EiweiBpriaiparate 
sowie Herstellung der Versuchslésungen 
1. Die Lésungen von Human- und Rinderserumalbumin sowie von 
Rinderserumglobulin wurden aus kristallisierten Praparaten der Behring- 


Werke hergestellt *). 


2. ,Serumdialysat B.W.* (Normalserum 72 Stdn. im Cellophanschlauch 


gegen physiol. Natriumchlorid-Lésung dialysiert und dann gefriergetrocknet), zu 
seiner dem Normalserum entsprechenden Konzentration (7—8%) in Wasser auf- 


vurden 
Lugabe 
iweib- 


1. 


chaft| 


‘ gelést *), 


© 


3. y-Globulin, auf die jeweils angegebene Konzentration verdiinnt, aus 
kiuflichen y-Globulin-Ampullen (16%) der Behring-Werke. 
4, Ei-Albumin (Albumin aus Eiern, Merck Nr. 967), in Wasser gelést und 


‘der Riickstand abfiltriert. 





3M. Somogyi, J. biol. Chemistry 86, 655 [1930]; Hinsberg- Lang, Medi- 


stinische Chemie, 2. Aufl. (Miinchen 1951), S. 525. 
oe . . > . y o . 
* Fiir die freundliche Uberlassung dieser Versuchspraparate danken wir den 
Behring-Werken, Marburg, bestens. 


ehend. 
P1950). 
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Versuchsergebnisse 


Bei der Bestimmung des Eiweifzuckers im Nativserum kamen wir | 


iiberraschenderweise je nach der Fallungsmethode zu recht unterschied. 
lichen Ergebnissen (s. Tab. 1 sowie 3 und 5). 


Tab. 1. Kohlenhydrat-Gehalt des SerumeiweiBes nach Fallung des Nativserums 
mit Trichloressigsiure (TCE) und Alkohol (Orcin-Methode). 














Vers. Nr. 1 2 | 3 | 4 | 5 | 6 
Datum 1954 22. AI. | 2h. Xi. 26. XI. 30; Al. 13: X10. | 13-21 
y/cem Hexose* | | 
nach 
TC ‘E-Fallung 1290 1330 | 990 1180 1500 1600 
Alkohol-Fallung 1620 1690 1230 1700 1860 1900 


* bezogen auf ccm Nativserum 
Tab. 2. Kohlenhydrat-Gehalt des SerumeiweiBes nach Fallung von dialysiertem 
Serum (7—8-proz. Lésung, hergestellt aus gefrier-getrocknetem Serumdialysat 
B.W.) mit TCE und Alkohol (Orcin-Methode). 








Vers, Nr. y/cem Hexose* 
" ined canis nach 
Datum 1954 ungefallt . nach T( K-Fallung Alkohol-Fallung 
re 940 960 1060 
anes 1220 1300 1420 
aes 1100 1140 1100 
i 1420 1520 1560 











* bezogen auf ccm Dialysat. 


Wie Tab. 1 zeigt, werden bei der Alkohol-Fallung bis zu 30% ho: 
here Werte an Eiweibzucker bestimmt als nach der TCE-Fallung. Dem. 
gegentiber finden sich nach der Zinkhydroxyd-Fillung des Nativserum: 
sogar um noch 5—10% niedrigere Kohlenhydrat(KH)-Werte als nach 
der TCE-Fallung. 

Der Ubersichtlichkeit halber ist auf den Tabellen jeweils nur der mit 
einer Farbreaktion ermittelte Hexose-Wert wiedergegeben, jedoch zeiget 
auch die tibrigen KH-Bestimmungsmethoden das gleiche Phainomen 

Uberraschenderweise zeigte sich bei der Untersuchung von dialy. 
siertem Serum, da der Unterschied zwischen Alkohol- und TCE-Fii: 
lung, wie er beim Nativserum gesetzmaBbig zutage trat, entweder gam 
vermiBt oder nur noch in geringem AusmaBe angetroffen wurde (Tab. 2 
Da das Dialysat keinen freien Blutzucker mehr enthialt, ist es hier még: 
lich, den EiweiBzucker sowohl im ungefallten Ansatz (1 com Ausgang: 
lésung im MeBkolben mit aqua dest. auf 20 ccm aufgefiillt), als aue 
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Uber den Eiwei®zucker II 


der KH-Bestimmungsmethode. 


Das unterschiedliche Verhalten des Nativserums gegeniiber dem 
Serumdialysat 1aBt zunéchst daran denken, daB bei der Alkoholfallung 
des Nativserums freier Blutzucker mitgerissen wird, der trotz zwei- 
maligen Nachwaschens am EiweiBniederschlag verblieben ist. Doch 


nach TCE- bzw. Alkohol-Fallung zu untersuchen. Die so ermittelten 
Unterschiede im KH-Gehalt liegen fast noch im Bereich der Fehlerbreite 
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Tab. 3. Das Verhalten des EiweiBzuckers einzelner EiweiBfraktionen bei Fallung 
mit Trichloressigsiure und Zinkhydroxyd. 


















Hexosegehalt berechnet als | £4 Ld 
Wine : Galaktose-Mannose in y/ccm < 
<a der Ausgangslésun ze 
Nr. Eiweib- cigs i ri. 
ee eee z : ; pa Fa  |Pallungs- 
Da. | HiweiBlésung Be halt in der _im £°2 vol 2. & | methode 
tum in % ungefall- | EiweiB- |= B - S| gt26 
1954 ten nieder- |—& eal Ses ss 
Lésung | schlag |g ial G 
7 1,946 ; iad Ee igre 
12. 1. | Eialbumin (Kjeldahl) 898 566,4 341,5) 1,911 
12. | Human- 0,525 17 5.5 0.518 
5.1. | albumin (Kjeldahl) . 7 : 
13° | Human- 3,805 ela eae eae wees 
18. I. | albumin (Kjeldahl) 73,13 52,73 16,07/ 3,783 Trichlor- 
14 | Rinderserum- | 3,629 Py, ioe leans a 
26. 1. | albumin (Kjeldahl) me 41,25 046! ee 
yy) 1 | 7-Globulin | etwa 1,6 | 299 283,25 | 17,0 
Lee 1,526 |, r — 
25.1. | ? -Globulin (Kjeldahl) 284 281 3,57 
17 Rinderserum- | 1,076 neoe Pe 
28. 1. | globulin (Kjeldahi)| /4! 137,25 pT 
a ' Sialbumin etwa 1,5} 519 400 
19 Human- hai ve ae 
19. I. | albumin etwa 3,8) 65,5 — 
20 | Rinderserum- | 3,629 59.0 59.16 0 Zink- 
26. 1. | albumin (Kjeldahl)} “*’ sige hydroxyd 
2 
hg y-Globulin etwa 1,6 | 303 300 0 
22 y-G i 1,526 2 nm 
25.1. | 2 -Globulin (Kjeldahl) 284 290 0 - 
23 Rinderserum- 1,076 
: 6 ) 
28. 1. | globulin (Kjeldahl)| !4! = ° 
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konnten wir dies durch mehrere Glucose-Zusatzversuche sowohl fiir das 
Nativserum wie fiir das Dialysat ausschlieBen und damit die schon von 
Shetlar und Mitarbb. getroffene Feststellung* bestatigen. 

Auf der anderen Seite zeigen Versuche, die wir am Eialbumin, am | 
KH-armen Human- bzw. Rinderserumalbumin und y-Globulin durch. | 
gefiihrt haben, daB, vor allem nach der TCE-Fallung von Albumin. | 
lésungen, im aufgelésten Niederschlag deutlich weniger KH wiederge- 
funden werden als im ungefallten Ansatz (s. Tab. 3). Im Filtrat der TCE. | 
Fiallung dieser Versuche wurden dementsprechend tatsichlich KH nach. | 
gewiesen, und zwar in der der Verlustquote entsprechenden Gr6éBen- 
ordnung (s. Langsspalte 6 der Tab. 3). Die Summe an KH aus Niedcr. | 
schlag und Filtrat einerseits, der KH-Wert der ungefallten Lésung an. | 
dererseits stimmen recht gut miteinander tiberein. Dies verdient zu- | 
gunsten der Methodik hervorgehoben zu werden, da in Anbetracht cer | 
sehr geringen KH-Menge ein relativ hGherer Bestimmungsfehler denkbar 
gewesen ware. . 
Allerdings haben wir seinerzeit bei den Versuchen der Tab. 3 den in | 

der I. Mitteilung hervorgehobenen ,,2. Leerwert**, d. h. den Leerwert der | 
Kiweib-Schwefelsiure-Reaktion, noch nicht beriicksichtigt. Doch haben 
spatere Zusatzversuche gezeigt, dab das TCE-Filtrat von gefalltem 
Humanalbumin, vom Nativserum wie vom Serumdialysat, mit der 
Schwefelsdure allein erhitzt, keine meBbare Extinktion ergibt. Wir 
zWeifeln daher nicht daran, daB das TCE-Filtrat der Humanalbumin- 
fallung KH enthalt; dies haben auch noch nicht abgeschlossene papier- 
chromatographische Untersuchungen bestatigt. Wie aus der Tab. 3 
weiter hervorgeht, ist die Ausbeute an proteingebundenem Zucker beim 
TCE-gefallten Rinderserumglobulin wie auch beim y-Globulin nahezu 
befriedigend. Allerdings ist das TCE-Filtrat dieser Fraktionen auch nicht 
ganz KH-frei. Uberraschenderweise wurde demgegeniiber nach Zink- 
hydroxyd-Fallung bei allen Serumeiweiffraktionen der Tab. 3 im Ki- 
weiBniederschlag der gleiche KH-Wert wiedergefunden wie in der un- 
gefallten Lésung. Da bei den Analysen von Nativserum die Ausbeute an 
KiweiBzucker nach der Zinkhydroxydfallung aber um 5—10% niedriger 
liegt als nach der TCE-Fallung, muB angenommen werden, daB die Zink- 
hydroxyd-Fallung gegeniiber weiteren (uns bisher zur Untersuchung 
nicht verfiigbaren) SerumeiweiBfraktionen unvollstandig ist. 

Die hier geschilderten Fallungsversuche am Nativserum sowie an 
einzelnen SerumeiweiBfraktionen, insbesondere am reinen Albumin, 
lassen keinen Zweifel daran, daB durch die TCE-Fallung nicht aller Ki- 
WeiBzucker erfaBt wird. Im Hinblick auf die Befunde am Nativserum 
kénnte zundchst daran gedacht werden, daB eine bestimmte Glyko- 
proteidfraktion des Serums durch TCE nicht mitgefallt wird und somit/ 
in Lésung bleibt. Demgegeniiber sprechen jedoch die Ergebnisse der 
“allungsversuche an den hochgereinigten Serumeiweibfraktionen eher 





; 
. 


3M. R.Shetlar u, Mitarbb., Proc, Soc. exp. Biol. Med. 67, 125 [1948]. 
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dafiir, daB bei der TCE-Fallung ein Teil der eiweiBgebundenen KH aus 
dem Molekiilverband gelést wird. 

Die Tatsache, daB beim dialysierten Serum die Ausbeute an Ei- 
weiBzucker bei der TCE- wie bei der Alkoholfallung in gleicher Hohe 
liegt, weist darauf hin, da das dialysierte Serum in seinem Gehalt an 
eiweiBgebundenem Zucker eine Veranderung gegeniiber dem Nativ- 
serum erfahren hat: Im dialysierten Serum scheinen diejenigen KH- 
Fraktionen, die bei der Alkoholfallung des Serums noch erfaBt werden, 
bei der TCE-Fallung aber in Lésung gehen, nicht mehr enthalten zu sein. 


Tab. 4. EiweiBgebundene Kohlenhydrate nach Trichloressigsaure- 
und Alkoholfallung. 
Nativserum vor und nach Dialyse. (KH-Bestimmung mittcls Orcinreaktion, 
KiweiBbestimmung nach Kjeldahl.) 





























l 2 Lene 5 CPeCr se. 
vor Dialyse nach Dialyse 
y/eem KH 
Vers-Nr. | KiweiB | 3 — | 42— |} EBiweis 
Datum 1954| 4. Serums | &2% Sat d. Serums 
‘ - wm oF a2 
Rest-N = ; a _ = Rest-N 
278 | 3: 
24 $,04% 1720 | 2010 5,018% 
30.X1./3.X 11] 35,18 mg % | [2,14] | [2,50] || 4,463 mg % 
25 7,749% 1600 1900 4,726% 
13./16. XII. | 41,13 mg% | [2,06] | [2,45] |} 13,382 mg% 
26 6,0505 % 1480 1860 4,368% 
13./16. XID. | 36,4 mg% | [2,45] | [3,07] |} 11,64 mg% 
Serum von 
Da Vers. Nr. 25 
Piet vor Analyse} 1666 1833 
13, XE. 3:2 mit Was- 
ser verdiinnt 

















Um diese Vermutung zu stiitzen, haben wir in drei weiteren Ver- 
suchen den EiweiBzucker von Nativ-Seren im genuinen Zustand und 
nach Dialyse bestimmt, unter Beriicksichtigung der TCE- und Alkohol- 
fallung. Die Ergebnisse dieser Versuche zeigt Tab. 4. Auch hier sind der 
Ubersichtlichkeit halber nur die mit der Orcin-Probe ermittelten KH- 
Werte wiedergegeben. Die bei simtlichen Versuchen gleichzeitig ange- 
stellten Anthron- und Tryptophanproben ergaben das gleiche Bild. 

In allen drei Versuchen der Tab. 4 ist der Unterschied im gefun- 
denen KH-Wert zwischen der TCE-Fallung (s. Langsspalte 3 der Tab. 4) 
und der Alkoholfallung (s. Langsspalte 4 der Tab. 4) vor der Dialyse 
deutlich vorhanden. Er betragt bis etwa 20%. Nach der Dialyse 
wird jedoch dieser signifikante Unterschied nicht mehr gefunden. Nur 
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bei einem Versuch (Nr. 24) liegt hier der KH-Wert nach der Alkohol. 
fallung noch um ein weniges héher (5°) als nach der TCE-Fallung. Da 
das Serum infolge der Dialyse verdiinnt worden ist, miissen die KH. 
Werte, um vergleichbar zu sein, auf den jeweiligen EiweiBgehalt vor und 
nach Dialyse bezogen werden (s. Liingsspalten 2 u. 5 der Tab. 4). 

Wie ersichtlich, liegt bei der Alkoholfallung der EiweiBzuckerwert 
vor der Dialyse wesentlich héher als nach der Dialyse. Bei der TCE. 
Fallung bleibt in den Versuchen Nr. 24 u. 25 der KH-Wert vor und nach 
Dialyse praktisch gleich. Demgegeniiber liegt der entsprechende Wert 
im Versuch Nr. 26 nach der Dialyse deutlich niedriger. Die Verminde- 
rung des EiweiBzuckers infolge Dialyse betrifft also in diesem Versuch 
sogar noch die KH-Fraktionen, die durch die TCE-Fallung des Nativ- 
serums noch erfabt werden. 

Diese Versuche bestatigen die schon angedeutete Annahme: Bei der 
Dialyse geht eiweiBgebundener Zucker verloren! DaB diese Verlust- 
quote in den drei Versuchen der Tab. 4 unterschiedlich groB ist, erkliirt 
sich schon dadurch, daB es sich hier um drei verschiedene, zumal von 

' Patienten gewonnene Sera handelt. 

DaB aber die auffalligen Dialyse-Effekte nicht etwa als Folge der 
Verdiinnung zu erklaren sind, wie sie durch die Dialyse zwangslaufig zu- 
standekommt, beweist der Versuch 25a. Die Analyse dieses Serums, das 
lediglich verdiinnt worden ist, ergibt praktisch die gleichen Werte wie 
vor der Verdiinnung. 

Fir das hier beschriebene Phinomen der Vetminderung des Eiwei8.- 
zuckers durch Dialyse miissen zwei Méglichkeiten erwogen werden: Es 
ware denkbar, daB niedrigmolekulare Glykoproteidmolekiile des Serums 
die Poren der Cellophanmembran passieren und bei der Dialyse heraus- 
gewaschen wiirden, oder daB ein Teil des EiweiBzuckers so locker an Ki- 
weiB.gebunden ist, daB es schon durch Dialyse zu einer Abspaltung (fer- 
mentativ ?) dieser KH-Gruppen kommt, die dann als niedrigmolekulare 
Gebilde die Membran passieren. Fiir die letztere Annahme scheinen uns 
wesentliche Befunde zu sprechen: Der Verlust an eiweiBgebundenem 
Zucker betrifft ja in erster Linie die KH-Fraktion, die bei der Fallung 
des Nativserums mit TCE nicht, aber durch die Alkoholfallung noch 
erfaBt wird. DaB es sich hierbei nicht nur um niedrigmolekulare Glyko- 
proteide handeln kann, besagen die an den reinen EiweiBfraktionen 
angestellten Fallungsversuche der Tab. 3. Fiir die Ergebnisse dieser Ver- 
suche ergibt sich nur die Deutung, dai durch die TCE-Fallung einzelne 
KH-Gruppen aus dem EiweiBverband des gereinigten Albumins bzw. 
slobulins herausgespalten werden. Weiterhin bezieht sich dieses hier 
festgestellte labile Verhalten einzelner KH-Komplexe bei der Eiweil- 
fallung nicht auf das Glucosamin. Schon bei der Ausarbeitung un- 
serer Glucosaminbestimmungsmethode wurde festgestellt, daB im TCE- 
Filtrat des Nativserums kein Glucosamin nachweisbar ist®. Bei der 


5 H. Siidhof u. C. Petrovic, diese Z. 298, 70 [1954]. 
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Glucosaminbestimmung am Nativserum fanden wir jetzt sogar nach der 


Alkoholfallung etwas niedrigere Werte als nach der TCE-Fallung des > 
gleichen Serums. Diese Befunde am Glucosamin besagen, daB es sich bei f 
den durch TCE nicht fallbaren KH des Blutserums jedenfalls nicht um 


glucosaminhaltige Glycoproteidkomplexe handeln kann. 
Die geschilderten Befunde iiber das Verhalten der eiweiBgebundenen 


KH des Blutserums vor und nach Dialyse sind von praktischer Bedeu. [ 


tung, weil sie zeigen, daB die vielerorts durchgefiihrte Dialyse im Cello. 
phanschlauch zur Reinigung von EiweiSpraparaten — jedenfalls beziiglich 


der eiweiBgebundenen KH — nicht harmlos ist. Man wird diesen Um. | 


stand kiinftig nicht auBer acht lassen diirfen und sollte auch die Ver- 
haltnisse bei der Elektrodialyse naher iiberpriifen. Zur endgiiltigen Deu- 


tung des Phinomens sind weitere Untersuchungen, auch Dialysierver-. f 


suche mit Hilfe anderer Membranen geplant. 

In diesem Zusammenhang ist noch die Beobachtung bemerkens. 
wert, daB die alleinige Alterung des Serums (dreitagige Aufbewahrung 
_ bei + 4°) keinerlei Schwund eiweiBgebundenen Zuckers hervorruft (s. 

Tab. 4 der I. Mitteil.). 

Wie in unserer ersten Mitteilung ausfiihrlich begriindet, muB bei den 
kolorimetrischen KH-Bestimmungs-Methoden ein zweiter Leerwert. be- 
riicksichtigt werden, der sich aus der Farbt6nung der EiweiB-Schwefel- 
siure-Reaktion als beachtliche Extinktion ergibt. Wie die Tab. 5 ver- 
anschaulicht, liegt diese Leerwert-Extinktion nach der Alkoholfallung 
(s. Langsspalte 12 der Tab. 5) stets wesentlich niedriger als nach der 
TCE-Fallung (s. Lingsspalte 8 der Tab. 5). Aus Versuchen am Serum. 
dialysat (als Beispiel Vers. Nr. 27 der Tab. 5) geht hervor, daB dieser 
zweite Leerwert im ungefallten Ansatz und nach TCE-Fallung gleich 
hoch liegt. Die bei der Alkoholfallung niedriger ausfallende Extinktion 
des zweiten Leerwertes wirkt sich selbstverstindlich auf die Berechnung 
des Hexosegehaltes aus. Dieser Umstand bewirkt aber bei weitem nicht 
die groBen Bestimmungsunterschiede am Nativserum, wie sie sich er- 
geben, wenn man vergleichend nebeneinander die Alkohol- und die 
TCE-Fallung anwendet (als Beispiel s. Vers. Nr. 28 der Tab. 5). 

Auch ohne Beriicksichtigung dieses zweiten Leerwertes ist dieser 
Unterschied bei der Untersuchung des Nativserums betrachtlich. Es ist 
denkbar, daB das hier geschilderte Phinomen durch Herauslésen solcher 
alkoholléslicher Substanzen verursacht wird, die an der Farbt6nung der 
Eiweib-Schwefelsiure-Reaktion (des zweiten Leerwertes) mitbeteiligt 
sind. 

Zur weiteren Analyse der Verhaltnisse bei der KH-Bestimmung nach TCE. 
und Alkoholfallung haben wir mit allen besprochenen Farbreaktionen — sowohl 
bei Versuchen am Nativserum als auch an Serumdialysaten — zahlreiche Spektral- 
kurven (Absorptionskurven bei verschiedenen Wellenlangen) aufgenommen. 
Diese zeigten aber bis auf geringe Héhenunterschiede (entspr. der von der Fallungs- 
art abhangigen KH-Ausbeute) keine weiteren Besonderheiten. 

Unter Beriicksichtigung all unserer Erfahrungen erscheint uns die 
Alkoholfallung fiir die EiweiBzucker-Bestimmung des Nativserums am 
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ratsamsten. Ob hierdurch aller an EiweiB gebundener Zucker erfabt 
wird, kann jedoch noch nicht als bewiesen gelten. Da eine Dialyse als 
Hilfsmittel zur methodischen Klarung nicht mehr angeraten werden 
kann, wird diese Frage nicht leicht entschieden werden kénnen. 


Zusammenfassung 


1. Zur Bestimmung des EiweiBzuckers im Serum ist Alkohol als 
Fillungsmittel am besten geeignet. Demgegeniiber wird bei der Trichlor- 
essigsiure- und Zinkhydroxydfallung des Serums bis zu 30% weniger 
proteingebundener Zucker erfaBt. 

2. Bei der Fallung von Albumin- bzw. Globulinlésungen (herge- 
stellt aus reinen kristallisierten Praiparaten) mit Trichloressigsiure wird 
ein Teil der proteingebundenen Kohlenhydrate abgespalten. Dieser ins 
Filtrat gehende Anteil betrigt beim Albumin bis zu 30% des gesamten 
EiweiBzuckers. 

3. Bei der Dialyse von Nativserum im Cellophanschlauch geht eine 
betrachtliche Menge des EiweiBzuckers verloren. 


Summary 


1. Alcohol is the most suitable precipitant in the determination of 
protein sugar in serum. On the other hand, when trichloracetic acid and 
zinc hydroxide are employed for precipitating the serum, values of up 
to 30% less protein-bound sugar are obtained. 

2. When albumin and globulin solutions, obtained from pure cry- 
stalline preparations, are precipitated with trichloracetic acid part of the 
protein-bound carbohydrates is split off. This fraction which goes into the 
filtrate can amount in the case of albumin to 30% of the total protein 
sugar. 

3. A considerable proportion of the protein sugar is lost in the 
dialysis of native serum in a cellophane tube. 
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Endgiiltiger Nachweis von Cholin 
im Liquor cerebrospinalis mit Dipikrylamin 
auf praparativem und papierchromatographischem Wege 
Von 
R. Ackermann und D. Ackermann 


Aus der Universitiéts-Nervenklinik Kéln (Direktor: Prof. W. Scheid) 
und dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Wiirzburg (Direktor: Prof. C. Martius) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Januar 1955) 


Wie umstritten die Frage nach dem Vorkommen von Cholin im 
Liquor cerebrospinalis ist, zeigt folgende Tabelle. 


Vorkommen von Cholin im Liquor cerebrospinalis. 











Lit. Nr. Autoren Jahr Liquorart Nachweis Befund mg l 

. Mott u. Halli- 1899 - patholog. Platinat positiv 

burton* 1901 
4 Gumprecht 1900 normal unsicher 
ad Gulewitsch 1900 in Meningo- Platinat, Aurat negativ 

cele 

‘ Donath 1903 patholog. Platinat positiv 
4 Coriat 1903 patholog. nicht angegeb. positiv 
° Allen u. French* 1903 patholog. nicht angegeb. negativ 
’ Rosenfeld 1904 patholog. nicht angegeb. reichl. pos. 
. Wilson* 1904 patholog. Platinat positiv 
. Dana u. Hastings*| 1904 patholog. nicht angegeb. positiv 
1 Mansfeld 1904 normal Platinat negativ 
a8 Rosenheim 1905 norm. u. path. | Perjodid positiv 
- Cesari* 1907 vom Hund nicht angegeb. negativ 
. Kutscher u. Rie- 1907 Encephalo- Platinat, Aurat] negativ 

lander cele 
ol Rielinder 1907 patholog. Platinat, Aurat] negativ 
aed Handelsmann 1908 patholog. Platinat, Aurat] negativ 

Perjodid 

as Kaijura* 1908 negativ 
da Ziveri* 1909 negativ 
18 Laignel-Lavastine 1910 positiv 

u. Lassausse* 
ae Kauffmann 1910 patholog. biolog., Platinat} negativ 

Perjodid 
sed Kopetzky 1913 patholog. nicht angegeb. positiv 
a Stanford 1913 patholog. nicht angegeb. negativ 
38 Berlin u. Kutscher 1916 patholog. dest. mit Baryt negativ 
sad Guggenheim u. 1916 normal u. acetyliert u. positiv 2-10 
Loffler patholog. Darmtest 
4 Mestrezat* 1924 negativ 
ad Sievers 1927 Meningocele Aurat negativ 
Ka Hiller 1927 normal N-Methyl-Best.| positiv 0,089 — 0,21 
s7 Page u. Schmidt 1931 normal physiolog. positiv 0,09 — 0,37 
hd Yuhki 1939 normal Perjodid mit positiv 0,5 
Verdiinnungs- 
reihen 

















* Im Original nicht zuganglich. 
1 F.W. Mott u. W.0O. Halliburton, Philos. Trans. Roy. Soc. London, 


Ser. B. 191, 218 [1899]; Lancet 1901, April 13. IV; J. chem. Soc. [London | 80, 260 
[1901]*; W. O. Halliburton, Ergebn. Physiol. 4, 23 [1905]. 
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Danach kam etwas mehr als die Halfte der Autoren zu einem nega- 
tiven Resultat. Von den positiven Befunden wirken die mit der Perjodid- 
methode nach Stanek?® und die auf biologischem Wege nach Guggen- 
heim und L6éffler* gewonnenen am iiberzeugendsten. Immerhin war 
es noch nicht gelungen, eine Verbindung des Cholins aus dem Liquor in 
reiner Form zu isolieren und so das Cholin als solches zu identifizieren. 

ege Dies gelingt bei Verwendung von Dipikrylamin, in dessen Magne- 
siumsalz wir ein ausgezeichnetes Mittel fanden, sehr kleine Mengen 
Cholin zur Ausfallung zu bringen, so daB man schon bei einer Konzen- 
tration von 1:1000 an Cholinchlorid sofort einen Niederschlag von locke- 
ren, leuchtend roten Kristallchen erhalt. 


- Ehe wir zur Anwendung dieses Verfahrens iibergingen, priiften wir zur Orien- 


tierung den Versuch von Guggenheim und Léfflernach, die nach Behandlung von 
; Liquor mit Acetanhydrid Acetylcholin erhielten, das sie am Meerschweinchen- 
1 1m — darm nachwiesen und austesteten. — Wir konnten diesen Befund bestatigen. 


Die Voraussetzung fiir die Isolierung reinen Cholin-dipikrylaminates 
(auch Hexylat und Aurantiat genannt) sind groBe Mengen Liquor, so 
da wir bei einem Vorversuch 3,2 / (Nervenklinik K6ln) und beim Haupt- 


db F.Gumprecht, Verh. d. Kongresses fiir innere Medizin, Wiesbaden, 1900. 


3 WI. Gulewitsch, diese Z. 29, 281 [1900]. 

4 J. Donath, Z. Nervenheilkunde 27, [1904]; diese Z. 42, 563 [1904]. 

5 Coriat, Amer. J. Physiol. 112, 353; Amer. J. Insanity 59, 393 [1903]; 60, 
733 [1904]. 

® Allenu. French, J. Physiology 380, XXIX [1903]*. 

7 G. Rosenfeld, Dtsch. med. Wschr. 1904, 1048. 

§ 8. A. K. Wilson, Sitzung der Soc. de neurologie, Paris, 14. April 1904; 
Ref. Rev. neurologique 1904, Nr. 8*. 

® Dana u. Hastings, Med. Rec. 28, Jan. [1904]*. 

10 G. Mansfeld, diese Z. 42, 157 [1904]. 

1 OQ. Rosenheim, J. Physiology 88, Nr. 3 [1905]; 35, 465 [1907 ]. 

12 Cesari, Soc. de Biol. 19, 1 [1907]*. 

13 Kutscher u. Rielander, Mschr. Geburtshilfe Gynakol. 25, 819 [1907]. 

M Rielander, Gynakol. Rdschau. 1907, Heft 13. 

1 J, Handelsmann, Z. Nervenheilkunde 35, 428 [1908]. 

16 Kaijura, Quart. J. exp. Physiol. 1, [1908 ]*. 

@ Ziveri, Riv. Neuropat. ecc. 1, 119 [1909]*. 

18 Laignel-Lavastine u. Lassausse, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 
Associées 68, 803 [1910]*. 

19 M. Kauffmann, diese Z. 66, 343 [1910]. 

20 §. J. Kopetzky, Z. Ohrenheilkunde 68, 1 [1913]. 
21 R, V. Stanford, diese Z. 86, 230 [1913]. 
2 E. Berlin u. Fr. Kutscher, Z. Hyg. Infektionskrankh. 82, 506 [1916]. 
°3 M. Guggenheim u. W. Léffler, Biochem. Z. 74, 208 [1916]. 
90.21 *4 W. Mestrezat, Ann. Inst. Pasteur 88, 719 [1924]*. 
9 — 0,37 25 H. Sievers, Z. Biol. 86, 535 [1937]. 
*6 Fr. Hiller, Z. ges. Neurol. Psychiatrie 109, 263 [1927 ]. 
27 J. H. Page u. E. Schmidt, diese Z. 191, 262 [1930]; 199, 1 [1931]. 
28 K. Yuhki, Arch. Psychiat. Nervenkrankh. 109, 235 [1939]. 
29 V. Stanek, diese Z. 44, 83 [1904]; 46, 280 [1905]; 48, 343 [1906]; 54, 
yndon, — 354 [1908]; vgl. W. Roman, Biochem. Z. 219, 218 [1930]. 
0). 260 30 —D. Ackermann u. H. Mauer, diese Z. 279, 114 [1943]; D. Ackermann, 
diese Z. 281, 197 [1944]. 
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versuch 4,721 (Neurologische Klinik und Psychiatrische Klinik Wiirz- 
burg) verwendeten. 

Es gelang uns, reines Cholin-dipikrylaminat in einer Menge, | 
die 0,59 mg freiem Cholin im / Liquor entspricht, zu isolieren und 
sowohl durch Identitat des Kristallbildes mit analysenreinem Salz 
anderer Herkunft sowie durch die Ubereinstimmung der Schmelz- 
punkte, Fehlen einer Depression des Misch-Schmelzpunktes und durch 
gleiches Verhalten bei der papierchromatographischen Methode 
den Reinheitsbeweis zu erbringen. 

Danach ist die Cholinkonzentration im Liquor wesentlich geringer 
als die im Serum, welche Page und Schmidt?’ mit 3 mg pro / angeben. 


Beschreibung der Versuche 


ep 


Ein Vorversuch mit 3,271 Liquor diente dazu, das Verfahren im einzelnen 7 
auszuarbeiten. Der Hauptversuch wurde mit 4,721 Liquor (beide Mengen unter | 
Methanol konserviert) durchgefiihrt. Liquor von entziindlichen Prozessen wurde 7 


_ vermieden,. 
Die Fliissigkeit wurde in einem 6-/-Rundkolben im Vak. véllig zur Trockne 


verdampft, mehrmals nach Zugabe von absol. Alkohol jeweils wieder eingedampft | 
und so vollig getrocknet. Jetzt folgte sechsmalige Extraktion mit heiBem absol. | 
Alkohol, wobei Kochsalz und EiweiB in harten Krusten zuriickblieben. Nach Ver- 7 
dampfen des abgegossenen Alkohols auf dem Wasserbade und Aufnehmen mit 
wenig Wasser- verblieb eine alkalisch reagierende Lésung, die im Zentrifugenglas ~ 


auf 30 ccm aufgefiillt, mit 15 ccm einer 3-proz. Lésung von Dipikrylaminmagne. 7 


sium* vollig ausgefallt wurde. 
Am anderen Tage zentrifugierten wir, gossen die iiberstehende Fliissigkeit ab, © 
wuschen zweimal auf der Zentrifuge mit wenigen ccm Wasser und lésten nach 
Dekantieren der letzten Fliissigkeit den Riickstand im gleichen Glase mit méglichst 
wenig Aceton. Jetzt wurden 2 cem Wasser und zu der dann klaren Lésung 4 ccm 
2-n, HCl zugegeben und gut umgeriihrt. Der Niederschlag enthielt fast das ganze 
freie Dipikrylamin, das in Wasser auBerst schwer léslich ist. Es wurde abzentri- | 
fugiert und zweimal auf der Zentrifuge mit Wasser gewaschen, worauf wir die in © 
Lésung gegangenen Chloride samt den Waschwissern auf dem Wasserbade fast | 
vollig eindampften und dann im Exsiccator zur Trockne brachten. Es hatten sich 7 
jetzt 0,27 g krist. Kaliumchlorid abgeschieden, die mit Alkohol aufgenommen und 7 
auf der Nutsche griindlich mit Alkohol gewaschen wurden. Die alkohol. Lésung 
schied nach dem Eindampfen noch Spuren Kaliumchlorid ab, nach dessen Aufneh- 
men mit Alkohol und Abfiltrieren unter Waschen mit Alkohol das Filtrat praktisch © 
frei von Kaliumchlorid war. Es wurde im Exsiccator zur Trockne gebracht und nach | 
Zugabe von Wasser noch einmal auf gleichem Wege getrocknet. Jetzt reagierte die | 
Lésung neutral, was wichtig ist, weil im Falle einer sauren Reaktion bei der nun an- | 
schlieBenden erneuten Fallung mit Dipikrylaminlésung freies Dipikrylamin abge- | 
schieden worden ware. 4 
Die schwach gelbe Lésung zeigte eine geringe Abscheidung von freiem Di- | 
pikrylamin, von der durch ein diinnes Kieselgurfilter auf kleinster Nutsche abfiltriert / 
wurde. Tierkohle auch in geringer Menge darf nicht verwendet werden, weil die | 
kleinen Mengen des vorhandenen Cholins adsorbiert wiirden. P 
Die Lésung wurde im Zentrifugenglas auf 5 ccm aufgefiillt und mit 2 ccm | 
3-proz. Dipikrylaminmagnesiumlésung versetzt. Am anderen Tage zentrifugierten | 
wir den Niederschlag ab, wuschen ihn zweimal mit je 3 com Wasser auf der Zentri- 
fuge und trockneten ihn in demselben Zentrifugenglas zuerst im Exsiccator und | 
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dann bei 100° im Vakuum. Es ergaben sich 12,4 mg Cholin-dipikrylaminat aus 
4,721 Liquor, also 2,63 mg aus 1/ und dementspr. 0,59 mg freies Cholin im / 
Liquor als Minimalausbeute. 

Der Niederschlag wurde jetzt mehrfach aus méglichst wenig heiBem Wasser 
umkristallisiert, indem in das in kochendem Wasser stehende Zentrifugenglas so- 
lange vorsichtig heiBes Wasser zugegeben wurde, bis sich nach griindlichem Um- 
rihren gerade alles gelést hatte. Abkiihlen im Kiihlschrank, AbgieBen der Mutter- 
lauge und Wiederholen dieses Vorgehens folgten, worauf nach viermaligem Um- 
kristallisieren der anfangs noch um wenige Grade zu tief liegende Schmelzpunkt 
jetzt, genau wie bei reinem Cholin-dipikrylaminat, bei 230— 231° lag und der Misch- 
Schmp. keine Depression zeigte. 

Um fiir die Papierchromatographie das Chlorid zu gewinnen, wurde eine kleine 
Menge abgewogenen reinen Dipikrylaminates mit einer Spur Aceton gelést und mit 
einigen Tropfen 2-n. HCI verriihrt, dann das freie Dipikrylamin durch eine Spur 





, 3 4 


Cholin als Dipikrylaminat entwickelt. 1 und 2 Test, 3 und 4 Liquor. 


Kieselgur mit kleinster Nutsche abfiltriert und die Lésung des Chlorides im Ex- 
siccator eingeengt. 

Bei der papierchromatographischen Entwicklung hatten Amelung und 
Bohm*! mit der Reineckatmethode keine besonders guten Erfahrungen gemacht. 
Wir kamen auch hier mit Dipikrylamin leicht zum Ziele. 

Man hangt den Papierstreifen in einer Glaszylinder mit Glasrohr in eine 0,6- 
proz. Lésung von Dipikrylaminmagnesium fiir etwa 1 Stde. und wascht dann durch 
das Rohr von unten so lange mit Leitungswasser, bis das Papier nur noch schwach 
gelb aber noch nicht weiB aussieht. Nach dem Trocknen an der Luft zeigen sich 
dunkelgelbe bis rote Flecken an den Cholinstellen. 


Ks ergab sich mit reinem Cholinchlorid (E. Merck) stets der gleiche Rp-Wert 
(Papier Schleicher & Schiill 2043b, aufsteigend). 

In Butanol-Eisessig- Wasser 4:1:1 Rr 0,37. 

In Methanol-NH,-Wasser 93:2:5 (2,5-proz. Ammoniak) Ir 0,59. 

In Butanol-Dioxan-Wasser 4:1:5 (obere Phase) Hr 0,22. 


Die Arbeit wurde in dankenswerter Weise von der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Bei Verarbeitung von 4,72 / Liquor cerebrospinalis lieBen sich 
2,63 mg reines Cholin-dipikrylaminat pro / gewinnen, was einer Minimal- 
ausbeute von 0,59 mg freien Cholins im / Liquor entspricht. 

Die Identifizierung erfolgte durch das Kristalibild, den Schmelz- 
punkt und Misch-Schmelzpunkt ohne Depression sowie papierchromato- 
graphisch mit Dipikrylaminmagnesiumlésung zur Entwicklung. 


31 —D. Amelung u. P. Béhm, diese Z. 298, 199 [1954]. 
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Summary 


4,72 litres of cerebrospinal fluid were processed and yielded 2,63 mgm 


graphy using magnesium dipicrylamine solution as developer. 


of pure choline-dipicrylamine per litre which corresponds to a minimum - 
yield of 0,59 mgm of free choline per litre of fluid. Identification was)” 
carried out by means of the crystalline appearance, the melting point.” 
mixed melting point (no depression) and by means of paper chromato. | 
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was 7 Untersuchungen 


oint, © : —— 
all ; iiber den Stoffwechsel der L(+)-Glutaminsaure 


I. Mitt.: Allgemeinwirkungen und Veranderungen des Blutchemismus, 
insbesondere des Gehalts an Ketoséuren im Plasma 
nach Verabreichung von L(-+)-Glutaminsaure in vivo 
: Von 
V. Klingmiiller und K. H. Vogelgesang 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Hamburg 
(Direktor: Prof. J. Kiihnau) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Januar 1955) 


Uber das Verhalten von per os oder parenteral zugefiihrter Glutamin- 
_ siure ist nur wenig bekannt. Man wei zwar, daB sie zu den glucopla- 
_ stischen Aminosauren gehért, durch Transaminierung in den Citronen- 
 siurecyclus eingeschleust und in gepaarter Form im Harn ausgeschieden 
_ wird; doch ist die wichtige, durch die Untersuchungen von Christensen, 
_ Streicher und Elbinger! aufgeworfene Frage, wie iiberschiissig zu- 
_ gefiihrte Glutaminsaure das quantitative Verhalten und den Umsatz der 
_ anderen Aminoséuren im,lebenden Organismus beeinfluBt, noch unbe- 
| antwortet. Da diese Frage angesichts der Konstanz der normalen Mengen- 
relation der Aminosdéuren von groBer physiologischer Bedeutung ist, 
_ haben wir Untersuchungen tiber das Schicksal parenteral verabreichter 
_ Glutaminsaure und iiber die nach Glutaminsaureinjektion auftretenden 
Verschiebungen im Haushalt anderer dem EiweiBumsatz entstammender 
Metaboliten angestellt. In Vorversuchen wurde die Vertraglichkeit in- 
 jizierter Glutaminsaure an der Ratte gepriift. 


Methoden 


Glutaminsadurelésungen: Die schlecht lésliche L(+-)-Glutaminséure wurde 
in Wasser suspendiert, mit Natronlauge oder Ammoniumhydroxyd bei py 7,0 in 
Lésung gebracht und so verdiinnt, da der Gehalt, auf Glutaminsaure berechnet, 
10 oder 20% betragt; dann liegt im wesentlichen Mononatriumglutaminat oder 
Monoammoniumglutaminat vor. 

pu-Messung: das Blut wurde durch Herzpunktion entnommen und direkt 
in der Glaselektrode bestimmt. 

Mikrobiologische Bestimmung der Glutaminsadure: Blut aus der 
) Ohrvene wird sofort zentrifugiert; 1—3 ml Serum wurde nach Hier und Bergeim? 
 enteiweift, ind2m es pro ml mit 1,4 ml Wasser verdiinnt, mit 0,35 ml 0,6-n. H,SO, 
und 0,25 ml 10-proz. Natriumwolframatlésung versetzt wurde. Zur mikrobiologi- 
schen Bestimmung mit Lactobacillus arabinosus 17—5 wurde das klare Filtrat mit 


Tigi oem tonne: 


Se rc ee eels 


' H.N. Christensen, J. A. Streicher u. R. L. Elbinger, J. biol. Chemi- 
stry 172, 515 [1948]. 
? W. Hier u. O. Bergeim, J. biol. Chemistry 161, 717 [1945]. 
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Natronlauge auf py 6.8 gebracht. Die Bestimmung wurde nach den Angaben von g 
Snell®* durchgefiihrt. i 


Enzymat. Bestimmung der Brenztraubensaure und a-Ketoglu. 7 
tarsaure : 3—6 ml Serum wurden mit gl. Vol. 6-proz. Perchlorsaure enteiwei8t; 7 
bei kleinen Ketoglutarsiuremengen, wie z. B. im Niichternplasma, wurde mit | 
peroxydfreiem Ather extrahiert; bei gréBeren Mengen, z. B. nach Glutaminsaure. 7 
verabreichung, war keine Extraktion nétig, weil die stérenden Substanzen nicht | 
entsprechend angestiegen waren. Der Atherextrakt wurde mit Wasser versetzt und 7 
der Ather abgedampft. Die entstandene wafrige Lésung wurde ebenso wie die 7 
nicht extrahierten, eiweiBfreien Serumfiltrate mit 2-n. KOH auf py 6,8 gebracht | 
und bei 366 my die Abnahme der Extinktion nach Zugabe von Ammoniumacetat, | 
n/20-Triathanolaminpuffer (py; 7,4), DPNH und Fermenten (kristallisierter Milch. | 
siuredehydrogenase und kristallisierter Glutaminsiuredehydrogenase) gemessen. 

Bestimmung des freien Ammoniums im Blut: 1,0 ml frisch aus der 
Ohrvene entnommenes Blut wird in Diffusionsschalen von Conway zusammen mit | 
1,0 ml gesatt. Kaliumcarbonatlésung und 2,0 m/ 0,01-n. H,SO, einpipettiert; nach — 
120 Min. Diffusionszeit wird das Ammonium in 1,5 m/ der Fliissigkeit des inneren 7 
Rings mit Nesslers Reagens photometrisch bestimmt. 8 





Verhalten von Ratten nach der Injektion von Natrium.| __ 
glutaminat. Ammoniumglutaminat und Ammoniumchlorid.” 
Verschiebungen des Blut-pu 
Intravenése Injektionen von L(+ )-Glutaminsiure kénnen bei Menschen und 


Oey eke Rae 


Hunden zu Ubelkeit und Erbrechen fiihren. Ratten und besonders Mause gelten| Natt 
als weniger empfindlich. Die toxische Dosis wird mit 100—129 mg/kg Korperge. ~ i 
Amn 


wicht angegeben. Pfeiffer?» konnte mehr als 2 g/kg Glutaminsaure sowohl oral wie E 
parenteral an Meerschweinchen und Mause verabreichen, ohne da irgendwelche — 
toxischen Erscheinungen, die als Zittern oder partielle Paralysen beschrieben © 
werden, zu beobachten waren. ' Salz 

In Weiterfiihrung dieser Untersuchungen haben wir an Ratten von ahne 
100—150 g Korpergewicht neutralisierte Glutaminsaure intraperitoneal Nac 
in steigenden Konzentrationen verabreicht. Bei Verwendung von mit | chlo 
Natronlauge neutralisierter Glutaminsiure zeigte sich, wenn mindestens — und 
2,1 g/kg, entspr. 14,5 mMol/kg, injiziert worden waren, nach einer Latenz- > 50% 
zeit eine starke Beschleunigung der Atmung und zunehmende moto.” Natr 
rische Schwache. 19—55 Min. nach der Injektion kam es zu einer oft 
durch auBere Reize ausgelésten Unruhe. Die Tiere begannen entweder mina 
zu zittern oder sie machten pl6tzlich heftige Spriinge. Einige klonische) Amn 
Zuckungen leiteten schlieBlich 23—72 Min. nach der Injektion das) wie i 
Krampfstadium ein. In heftigem Tetanus zog sich plotzlich die gesamte chlor 
willkiirliche Muskulatur zusammen, wobei die Beine maximal gestreckt 
wurden. Bei langerer Dauer fiihrte dieser Krampf zum Tode. Meist aber” Stéru 
léste er sich unter stoBweisen klonischen Konvulsionen. Jedem Krampi © mina 
folgte eine Ersch6pfungsphase, die haufig nur wenige Minuten wahrte, 7 nach 
Danach kam es, spontan oder durch sensible Reize ausgelést, zi norm 
wiederholten Anfallen von tetanischen Streckungen, die oft eine Stunde™ schob 
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EK. E. Snell, Advances Protein Chem. 2, 85 [1945]; °° C. C. Pfeiffer! re 
in Flavor and Acceptability of Monosodium glutamate; Proc. of the Symposium,” ; / 
4, Marz 1948; The Quartermaster and Container Institute for the Armed Force! dosier 
and Associates, Chicago 9, III. > Hinb 








Biases 


1955) » Bd. 300 (1955) Untersuchungen iiber d. Stoffwechsel d. L(+-)-Glutaminsaure I 99 


1 von © 
4 


} Bei einer Verabfolgung von mehr als 3,6 g/kg, entspr. 25 mMol/kg, 
glu. ' Natriumglutaminat starben mehr als 50° der Ratten innerhalb von 


veibt;/ 100 Min. im Krampf; vereinzelt trat der Tod erst nach 12 Stdn. ein 
* mit) (Tab. 1). Intraperitoneale Injektion von mit Ammoniumhydroxyd neu- 
nich: |. ‘alisierter Glutaminsiure fihrte bereits nach 2—4 Min. zu gesteigerter 


t un), Unruhe und Krampfen, und zwar geniigen 0,09 g/kg, entspr. 6,5 mMol/kg, 
- um das Vergiftungsbild hervorzurufen. Dieses ist neben Krampfen 
| durch eine typische Kussmaulsche Atmung charakterisiert, die haufig 
Shae " schon vor den Krampfanfallen einsetzt und von BewuBtlosigkeit gefolgt 
ay | ist. Diese Symptome deuten auf eine acidotische Stoffwechsellage hin. 
is der |) Bei einer nur wenig iiber der krampferregenden Dosis liegenden Menge 
n mit a von Ammoniumglutaminat, nimlich 1,0 g/kg, entspr. 7,0 mMol/kg, 
nach | starben bereits tiber 50%, Tiere im Krampf oder acidotischem Koma 




















neren a (Tab. 1). 
; Tab. 1. Vertraglichkeit der Glutaminsaure bei Ratten. 
um- 
rid, — erregende 50% Letalitat 
E Osis 
nun — : 
veltenfg Natriumglutaminat. ........ 14,5 mMol/kg 25 mMol/kg 
Derge. _ Ammoniumglutaminat ....... 6,5 mMol/kg 7 mMol/kg 
al wie) Ammoniumehlorid. . ....... 7,0 mMol/kg 8 mMol/kg 
velche 9 . , : : : P 
rieben | Da dieses Vergiftungsbild nach intraperitonealer Verabreichung von 


_ Salzen der Glutaminsaure weitgehend dem einer Ammoniakvergiftung 

1 von| ahnelt, wurde zum Vergleich Ammoniumchlorid an Ratten verabreicht. 
oneal _ Nach intraperitonealer Injektion von mindestens 7 mMol/kg Ammonium- 
| mit > chlorid kam es dabei nach 5—10 Min. zu einer Vertiefung der Atmung 
stens| und heftigen Streckkrampfen. Bereits bei 8 mMol/kg starben mehr als 
tenz- 50% der Tiere meist im ersten Krampfanfall (Tab. 1). Wiahrend nach 
noto-|_ Natriumglutaminat-Injektion der Krampf klinisch am augenfalligsten 
-r oft) in Erscheinung tritt, treten nach Verabreichung von Ammoniumgluta- 
veder"» minat besonders die auf eine Acidose hinweisenden Symptome hervor. 
ische Ammoniumglutaminat ist in bezug auf die Auslésung von Krampfen 

das > wie in bezug auf die Letalitét um ein weniges toxischer als Ammonium- 
amte | chlorid. 
reckt Die klinisch in Erscheinung tretenden, auf Acidose verdichtigen 
aber) Storungen (Kussmaulsche Atmung und Koma) nach Ammoniumgluta- 
ampi ~ minat-Injektion finden ihr Korrelat im Verhalten des py im Blut. 15 Min. 
uhrte. } nach intraperitonealer Injektion von Natriumglutaminat fanden sich 
[, zi normale Werte; aber nach Injektion von Ammoniumglutaminat ver- 
unde} schob sich ebenso wie nach der von Ammoniumchlorid die Reaktion in 
einem AusmaB nach der sauren Seite, das eine deutliche Abhiangigkeit 
on tell von der verabreichten Dosis zeigt (Tab. 2). 
inl Zur Klarung der Frage, ob sich diese hohen letalen Glutaminsaure- 
Force dosierungen auf den Kohlenhydratstoffwechsel auswirken, besonders im 
) Hinblick auf eventuelle hypoglykimische Beteiligungen bei den Krampf- 
4 7* 
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Tab. 2. pa des Blutes 15 Min. nach intraperitonealen Injektionen bei Ratten; 
Messung mit der Glaselektrode. 


























Ammoniumchlorid Ammoniumglutaminat Natriumglutaminat 
mMol/kg | PH mMol/kg | PH mMol/kg | PH 
4,7 7.36 5,5 7,04 12,1 7,29 
4,9 7,10 6,4 7,10 21.6 7,48 
8,0 7,06 10.9 6,54 (Agone) 27,9 7,30 
8,4 6,92 (Agone) 11,6 6,58 (Agone) 
9,2 6,66 (Agone) 
t not—| { 
4 + 15 
a : 
180. : 
+ 10 
120 








~ = 5 
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Abb. 1. L(-+-)-Glutaminsaure im Serum nach intravenéser Injektion von 2,0 mMol kg | 
6: Je ‘ . ~ r . © 
neutralisierter Glutaminsaure; Kaninchen. 


zustanden, untersuchten wir®* bei 10 Ratten (Sprague-Dawley) den! 
Blutzucker aus dem Herzblut sub finem nach intraperitonealer In-| 
jektion von 50 mMol/kg Na-Glutaminat als 20-proz. Lésung. Die Krampfe| 
traten zwischen 40 und 80 Min. post injectionem auf. Die Blutzucker. 
werte lagen im Mittel bei 90 mg °,, mit einer Variationsbreite von 72 bis 
120 mg®. 
Der Blutspiegel der Glutaminsaure 

Fiir die Untersuchungen der Blutspiegelverainderungen der freien 
Glutaminsaure nach parenteraler Injektion wurden gesunden Kaninchen 
von 3—3,5 kg Koérpergewicht, die mindestens fiir 15 Stdn. vor Versuchs- 
beginn niichtern gehalten worden waren, 300 mg/kg (2,0 mMol/kg) Na- 
triumglutaminat intraven6s injiziert und 30 Min. vorher und in be. 
stimmten Zeitabstinden nach der Injektion aus dem anderen Ohr Blut 
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zur mikrobiologischen Bestimmung entnommen. Die Glutaminsaure.— 


konzentration stieg nach der Injektion von einem Blutspiegel von” 


1,35mg%, entspr. 0,092 mMol pro /, auf 270 mg®%, entspr. 18,4 mMol 


pro 1; nach 30 Min. waren iiber 50°, der zugefiihrten Menge aus dem) 


Serum wieder verschwunden und 3 Stdn. danach war der Ausgangs. 
wert annidhernd wieder erreicht (Abb. 1). 


s¢ J. Gaver, unveréffentlichte Versuche. 
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_ x-Ketoglutarsiure im Serum. 


~ glutaminat war 4,75 mg, 
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Untersuchungen tiber den Verbleib des Aminostickstoffs 
und des Kohlenstoffgeriists injizierter Glutaminsadure 


In weiteren Versuchen wurde der EinfluB der L(+ )-Glutaminsaure 
auf den Citronensaurecvclus untersucht, indem parallel zu den Glutamin- 
siurebestimmungen der Gehalt des Serums an «-Ketoglutarsiure be- 
stimmt wurde. Gesunden Kaninchen von 3—3,5 kg Kérpergewicht 
wurden 300 mg/kg, entspr. 2,0 mMol/kg, Natriumglutaminat intravenés 
verabreicht. Scfort nach intravenéser Injektion stieg der Gehalt an Keto- 
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Abb. 2. Serumgehalt an Brenztraubensaure (- - - -) und «-Ketoglutarsaure ( ); 
i. v. Injektion von 2,0 mMoi/kg neutralisierter G lutaminsaure ; 
Kaninchen (3500 g). 
glutarsaure erheblich an, das Maximum war bereits nach 5—6 Min. er- 
reicht und betrug das 10—13fache des Ausgangswertes (Abb. 2). Bei 


intraperitonealer Verabreichung von 500 mg/kg Natriumglutaminat 
stieg er bis zur 20fachen Menge des Ausgangswertes. Genau so wie die 
Glutaminsdéurekonzentration nahm die der Ketoglutarsiure im Serum 
allmahlich ab und erreichte nach 120—180 Min. wieder den Ausgangs- 
punkt. Als Normalwerte fanden wir bei Kaninchen 0,195—0,325 mg®, 
Der héchste Anstieg nach intravendser 
Verabreichung von 300 mg/kg Natriumglutaminat betrug 3,18 mg®, 
der geringste 1,90 mg®,,. Nach parenteraler Gabe von 500 mg/kg Natrium- 
der héchste, 4,30 mg®,, der niedrigste Wert. 
Der Anstieg der «-Ketoglutarsiure-Konzentration im Serum zeigt 





-also eine deutliche Abhangigkeii von der Menge der zugefiihrten 
_ Glutaminsaure. 


i 
qa 
4 
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Es war anzunehmen, da® die Ketoglutarsdéure aus der zugefiihrten 
Glutaminsiure stammt. Dann muBte aber das Schicksal der Amino-. 
gruppe geklart werden. Am wahrscheinlichsten war es, eine Transami- 
nierung auf andere Ketoséuren anzunehmen. Darum wurde das Ver- 
halten der Brenztraubenséure im Serum untersucht. Tatsichlich war 


-eine Zunahme der «-Ketoglutarsiure jedesmal von einer Abnahme der 


 Brenztraubensiure i im Serum begleitet (Abb. 2). 
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Als Ausgangswerte fiir Brenztraubensiure im Kaninchenserum 
fanden wir 1,80—3,10 mg, entspr. 0,2—0,35 uMol/l. Nach Glutamin. 


siureinjektionen erniedrigten sich die Werte bis auf 0,260mg%, entspr. | 


0,03 uMol/l. Zumeist wurde der niedrigste Brenztraubenséurewert zum 
gleichen Zeitpunkt nach der Injektion gemessen wie die héchste 


x-Ketoglutarsiure-Konzentration, manchmal aber kam es 5—15 Min. | 











danach noch zu einem weiteren Absinken der Brenztraubensaure im | 


Serum. 60—90 Min. nach dem Abfall der ~-Ketoglutarsiure auf den Aus. 
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gangswert erreichte auch die Brenztraubensiure wieder die iabbeindlt 
lage im Serum, bei manchen Versuchen war die alte Hohe aber auch nach 
4 Stdn. noch nicht erreicht. 

Berechnet man das molare Verhiltnis der Zunahme der «-Keto.| 


| 
| 


glutarsiure-Konzentration im Serum zu der Abnahme der Brenztrauben. | 
siure, so sieht man, daB die Abnahme der Brenztraubenséiure 88—96°, | 


der Zunahme der «-Ketoglutarsiure-Konzentration entspricht. 


Diese schnelle und beinahe quantitative Beziehung 1aBt die Frage | 


berechtigt erscheinen, inwieweit das Blut selbst die Verschiebung des|_ 
normalen Ketosauregleichgewichts nach Glutaminsaureinjektion bewirkt. 

In den folgenden Versuchen wurde frisch aus der Ohrvene entnom. | 
menes Kaninchenblut durch Schiitteln mit Glasperlen defibriniert und 


20 mi davon ohne Zusatze als Kontrolle und 20 ml nach Zugabe von} 


50 mg Natriumglutaminat im Wasserbad in Gegenwart von Luft bei] 
37° geschiittelt. Vor dem Einsetzen in den Thermostaten, nach 10, 2) 


und 30 Min. wurden Proben zur Bestimmung von «- Ketoglutarséure|_ 
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und Brenztraubensiure entnommen. Auch hier zeigt sich ein deutlicher| Blut« 
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Anstieg der Ketoglutarsaéure (Abb. 3), der erst nach 60 Min. sein Maxi- 
mum erreicht und von einer entsprechenden Abnahme an Brenztrauben- 
siure begleitet ist. Die molaren Umwandlungen sind bei diesem in vitro- 
Versuch mit 93—96°%, fast quantitativ; sie bewegen sich gleichsinnig wie 
die Glutaminsadureveranderungen, entsprechen aber nicht ganz der Héhe 
der zugesetzten Glutaminsaure (Tab. 3). Offenbar ist das Blut selber in 
einem nicht unbetrachtlichen Umfange zur Transaminierung befiahigt. 


Tab. 3. x-Ketoglutarsiure und Brenztraubensdéure im defibrinierten Kaninchen- 


I. Blut ohne Zusatz 


blut nach Schiitteln im Wasserbad bei 37°. 





























Zunahme | Abnahme | 
Ketoglutar- Brenztrauben- | Keto- Brenz- : 
. : beute 
saure saure glutar- | trauben- in 
saure saure 
mg% Mol mg% Mol “Mol “Mo! % 
Ausgangswert : 1,10 7.5 3,06 34,8 
n. 10 Min. 1,23 8,4 2,99 34,0 + 0,9 0,8 89 
n. 30 Min. 1,36 9,3 2,93 33,3 | + 1,8 15 | 88,5 
n. 60 Min. 1,48 10,1 2,84 32.3 | + 2,6 2,5 | 96 
Il. Nach Zusatz von 50 mg Natriumglutaminat zu 20 ml Blut 
Zunahme |Abnahme ies 
Ketoglutar- Brenztrauben- Keto- Brenz- | (0 
me e beute 
sdure sdure glutar- | trauben- ‘ 
saure saure 
mg% Mol mg% Mol “Mol “Mol % 
Ausgangswert: 1,10 7,5 3,06 34,8 
n. 10 Min. 2,41 16,5 2,23 26,4 | + 9,0 8,4 | 93,5 
n. 30 Min. 3,89 26,5 1,46 16,6 + 19,0 18,2 | 95,5 
n. 60 Min. 4,93 33,7 0,86 9,7 | + 26,2 25,1 | 96 

















Zu diesen Versuchen paBt es durchaus, daB die Aminogruppe der 


_ Glutaminsaure nicht als freies Ammoniumion im Blut erscheint. Nach 
' intravenéser Injektion von 1,0 g Natriumglutaminat bei einem 3500 g 
_schweren Kaninchen blieben alle NH3-Werte des Serums im Bereich 
_ihres jeweiligen Niichternwertes; kein NH;-Wert fiel auBerhalb un- 


serer Grenzen von 0,12—0,36 mg®,. Anch in dem Zeitpunkt des 


maximalen Glutaminséure- oder Ketoglutarsiure-Gehaltes oder des 


Brenztraubenséiure-Minimums stieg der NH ,-Gehalt nicht an. 
man dagegen eine der Glutaminsaure aquimolare Menge Ammonium- 
chlorid intravenés (100 mg/kg), so kommt es selbst bei einem Gehalt des 
licher|, Blutes an 13 mg®/, freien Ammoniaks nicht zu einer Abnahme der Brenz- 


ribt 
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traubensiurekonzentration im Serum (Abb. 4). Dies spricht mehr fiir 
eine Transaminierung als fiir eine sekundaére Aminierung der Brenz- 
traubensadure im AnschluB an eine oxydative Desaminierung der Glu‘a. 
minsaure. 





























{13 
| 
Po. 
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Besprechung der Ergebnisse! 


Injizierte Glutaminsiure wird verhaltnismaBig schnell im Korper 
abgebaut; nach schnellem Anstieg des Blutspiegels sinkt ihr Gehalt in 
der Regel nach 120 Min. auf normale Werte ab. Diese mikrobiologisch 
am Kaninchen gefundene Tatsache konnte von Himwich® mit einem 
kolorimetrischen Nachweis der Glutaminsiure am Menschen bestatigt 
werden. Die Fahigkeit eines Organismus, Glutaminsaure im Stoffwechsel 
zu verwerten, hangt nicht nur von dem augenblicklichen Funktionszu- 
stand, sondern z. B. auch von der Geschwindigkeit der Injektion ab, wie 


Schober® betont hat. Damit laBt sich z. Tl. auch erklaren, daB fiir die | 


Vertraglichkeit von verschiedenen Autoren und auch bei verschiedenen 
Tieren sehr verschiedene Werte angegeben werden k6nnen. 


Nach Tigerman, MacVicar’ wird nach gleichzeitiger oraler 
Gabe von Ammonium und Glutaminsiure ein Anstieg von Glutamin in 
den Geweben gefunden ; Glutaminase synthetisiert aus den beiden gleich- 
zeitig gegebenen Verbindungen schnell das gut vertraigliche Glutamin’. 
Aber dieser Verwertungsmodus gilt nicht fiir parenteral gegebene Glu- 
taminsaure; Glutaminsaure verbessert nicht das Vergiftungsbild von 


4H. Waelsch, Naturwissenschaften 40, 404 [1953]; H. Weil-Malherbe, 
ebenda 40, 541 [1953]; 41, 124 [1954]; V. Klingmiiller, Biochemie, Physiologie 
und Klinik der Glutaminsaure, Editio Cantor KG, Aulendorf i. Wiirtt., 1955, im 
Druck. 

5 W. A. Himwich, persénl. Mitteilung. 

6 R. Schober, Arzneimittel-Forsch. 4, 380 [1954]. 

7 H. Tigerman u. R. MacVicar, J. biol. Chemistry 189, 793 [1951]. 

8 P. Schwerin, S. P. Bessman u. H, Waelsch, J. biol. Chemistry 184, 37 
[1950]. 
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Ammoniumchlorid und umgekehrt Ammonium nicht das der Glutamin- 
siure; Ammoniumglutaminat ist sogar giftiger als Natriumglutaminat. 

Ammoniumchlorid und Ammoniumglutaminat fiihren unter sehr ahn- 
lichen Erscheinungen zu starker Acidose. Diese Ammoniumchlorid-Aci- 
dose ist nach Winterstein und G6khan® auf Gewebsalkalose zuriick- 
zufiihren; z. B. wird der Liquor alkalisch, wobei als Transportform basi- 
scher Valenzen vom Blut in den Liquor das NH;-Molekiil angenommen 
wird. Bei der geringen Wirkung der Glutaminase auf die Entgiftung ist 
eine Beteiligung des Glutamins an Bindung und Transport des Ammo- 
niaks nicht gesichert. Méglicherweise ist es auch hier das ungeladene 
Glutamin, das in den Liquor einwandert” und zusammen mit der Bindung 
und Entgiftung des Ammoniaks auch fiir seinen Transport durch die 
Membranen, verantwortlich ist. Vielleicht liegt den Vergiftungserschei- 
nungen nach Glutaminat-Gaben ein ahnlicher Mechanismus zugrunde. 

In langfristigen Bilanzversuchen ist festgestellt, und in Ver- 
suchen mit isotop markierter Glutaminsaéure ist neu gesichert, daB aus 
dem Aminostickstoff letzten Endes Harnstoff wird und aus dem Kohlen- 
stoffgeriist des Tricarbonsaéurecyclus Sauren und Glucose gebildet werden 
kénnen. In unseren Untersuchungen konnte gezeigt werden, welches 
primare Schicksal die Glutaminsaure hat. Freies Ammoniak tritt im 
Blut nicht auf, dagegen bildet sich sofort x-Ketoglutarsaiure unter gleich- 
zeitiger Verringerung der Brenztraubensdéure. Wahrscheinlich handelt 
es sich um Transaminierungen, die tiberwiegend in der Leber stattfinden" ; 
aber es konnte hier gezeigt werden, daB auch dem Gesamtblut eine wich- 
tige Rolle bei der Durchfiihrung von Transaminierungsreaktionen zu- 
kommt. 

Den Herren Prof. Dr. T. Biicher und Dr. G. Pfleiderer danken wir fiir 
die Uberlassung der krist. Milchsiure-Dehydrogenase, Prof. Dr. K. Wallenfels 
fir krist. Glutaminsaure-Dehydrogenase und Doz. Dr. F. Bramstedt fiir Lacto- 
bacillus arabinosus 17—5 zu den Glutaminsaurebestimmungen und fiir Uberlassung 
ihrer methodischen Vorschriften. 

Dem Chemiewerk Homburg AG. danken wir fiir die Uberlassung von ste- 
rilen Lésungen von Glutaminsauresalzen. 


Zusammenfassunz 


1. Intravenés zugefiihrte Glutaminsaéure verschwindet schnell aus 
dem str6menden Blut. 

2. Bei hoher Dosierung und schneller Injektion kann die Fahigkeit 
des Stoffwechsels, Glutaminsiure umzusetzen, iiberschritten werden und 
es kommt zu Unvertraglichkeitserscheinungen. 

3. Ammoniumglutaminat und Ammoniumchlorid sind wegen ihres 


freien NH,®-Ions etwa doppelt so toxisch wie Natriumglutaminat. 


® H. Winterstein u. N. G6khan, Arch. int. Pharmacodynam. Thérap. 93, 


) 212 [1953]. 


0H. A. Krebs, Biochem. J. 48, 51 [1948]; J. R. Stern, L. V. Eggleston, 
R. Hems u. H. A. Krebs, ebenda 44, 410 [1949]. 

1K. V. Flock, M. A. Block, F.C. Mann, J. H. Grindlay u. J. L. Boll- 
man, J. biol, Chemistry 198, 427 [1952]; 200, 529 [1953]. 
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4. Der Gehalt an freiem Ammonium im Blut ist nach parenteraler 
Injektion von Glutaminaten nicht erhdht. 
5. Etwa gleichzeitig mit den Veranderungen des Blutspiegels der 
Glutaminsaure steigt der von «-Ketoglutarséure, waihrend der von Brenz. 
traubensaure abfallt. 


Summary 


1. Glutamic acid administered intravenously disappears rapidly 
from the blood stream. 
2. In the case of larger amounts and more rapid injection the ability 
of the metabolism to transform glutamic acid can be exceeded so that 
symptoms of intolerance appear. 
3. On account of their free ammonium ions ammonium glutamate 
and ammonium chloride are approximately twice as toxic as sodium 
glutamate. 
4. The free ammonium content in the blood is not increased after 
parenteral injection of glutaminate. 
5. The «-ketoglutaric acid level in the blood increases more or less 
simultaneously with the changes in the glutamic acid level while that of 
pyruvic acid falls. 
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Untersuchungen 
iiber den Stoffwechsel der L(+)-Glutaminsaure 


II. Mitt.: Verschiebungen im Plasmaspiegel freier Aminoséuren 
nach Glutaminsduregaben 


Von 
V. Klingmiiller, J. Gayer und F. Bramstedt 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Hamburg 
(Direktor: Prof. Dr. J. Kiihnau) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Januar 1955) 


In der I. Mitteilung! wurde iiber das Verhalten der beiden Keto- 
siuren «-Ketoglutarsiure und Brenztraubenséure nach intraven6ser 
Verabfolgung von neutralisierter Glutaminséure an Kaninchen berichtet. 
Es wurde ein deutlicher Anstieg von «-Ketoglutarséure sowie ein ent- 
sprechender Abfall von Brenztraubensaure beobachtet. 

In dieser Mitteilung berichten wir tiber Untersuchungen, die zur 
Klirung des Verbleibs des Aminostickstoffs dienen sollten, da kein freies 
Ammoniak nachgewiesen werden konnte. 


1, Papierchromatographische Untersuchungen 


Ausgewachsenen Kaninchen im Gewicht zwischen 3000 und 3500 g wurden 
2 mMol/kg Glutaminsaure als 10-proz. mit Natronlauge neutralisierte Losung intra- 
vends verabreicht. Diese Menge entspricht der in der I. Mitteil. verwendeten sowie 
einer Dosis von 20 g beim etwa 70 kg schweren Erwachsenen, wie sie in therapeu- 
tischer Absicht intravenés und oral gegeben wird. Nach Abnahme eines Blindwerts 
vor der Injektion wurden den Tieren nach 10, 20, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150 und 
180 Min. post injectionem etwa 2 m/ Blut aus der Ohrvene entnommen, mit Heparin 
ungerinnbar gemacht, moglichst schnell zentrifugiert und das gewonnene Plasma 
mit der 5fachen Menge absol. Alkohols gefallt. Nach nochmaligem Zentrifugieren 
wurde der Alkohol mit Chloroform ausgeschiittelt und die klare tiberstehende 
Flissigkeit abpipettiert?. Hiervon wurden jeweils 0,05 m/l der zweidimensionalen 
Chromatographie auf Papier (Schleicher & Schiill 2043b mgl) in der einen 
Richtung in wassergesattigtem Phenol, in der anderen in Butanol-Kisessig- Wasser 
(4:1:5) unterworfen und nach schonendem Trocknen mit 0,2-proz. Ninhydrinlésung 
in Methanol entwickelt. Die Entwicklung der Serien von jeweils 11 Chromato- 
grammen erfolgte dabei stets gleichzeitig, so daB eine gute Beurteilung der Veran- 


_ derung der Aminosauren im Vergleich zum Blindwert und wahrend des Versuches 


bis zur Normalisierung gewahrleistet wurde. 
In Abb. 1 sind die 3 ersten Chromatogramme zweier Versuche 

wiedergegeben. Sie zeigen neben der erwarteten starken Vermehrung von 

Glutaminsaure (Glu) selbst, deren Niveau sich entsprechend den mikro- 
1'V. Klingmiiller u. K. H. Vogelgesang, diese Z. 300, 97 [1955], vor- 

stehend. 

2 J. Awapara, Arch. Biochemistry Biophysics 19, 172 [1948]. 








V. Klingmiiller, J.Gayer und F, Bramstedt, 













1a’ 3 
f 
« a f Gav 
yS 
. QThre 
$ 6) Gly 
FS fa ser 
€ Glu 
9 Asp 


Bai Jo 








—=- n- Butanol-Eisessig - Wasser 































" i . Ala 





1c 


























Abb. 1. Freie Aminosauren 
Papierchromatographie ; 


1c’) 20 Min. nach Injektion. 


des Plasmas 


Thre 
m 
Se 
Ph Glu ~ j 
gAse Asp @&& Gim 
—o— Bu-E — ree. 


nach Glutaminsaure-Verabreichung. 


Kaninchen; 12 Stdn. niichtern. la) und 1a’) Niichtern: 
1b) und 1b’) 10 Min. nach der Injektion von 2 mMol/kg Na-Glutaminat; 1) und 


Ph — wassergesitt. Phenol; Bu-E = Butanol-Kis- 


essig-Wasser (4:1:5). 


Bd. 300 (1955) 





Ab 
Al: 
na 


2m 


iden 
Nae 
vers 


gena 
stim! 
Hilfe 
Blute 
tion 


veim 
B gelm 


zum 
wurd 


tion 

stelle 
ver 
der ] 


ents} 
des A 












1955) 


,. 4 


eu 


| 





shung. 
htern; 
ce) und 
ol- His: 








Bd. 300 (1955) Untersuchungen iiber d. Stoffwechsel d. L(-+)-Glutaminsaure IT 109 


biologischen Untersuchungen der I. Mitteil. innerhalb von 120 Min wieder 
normalisiert, eine deutliche Zunahme des Alanins (Ala), die etwa die 
2. bis 3fache Menge des Ausgangswertes betragen mag. Eine Vermeh- 
rung von Asparaginsdure (Asp), die aus Oxalessigsiure ebenfalls hatte 
entstehen k6nnen, ist aus den papierchromatographischen Befunden 
nicht zu erkennen. In Abb. 1b’ und 1c’ tritt dafiir ein neuer Fleck (Glm) 
zwischen Glutaminsaéure und Asparaginséure auf, den wir bisher nicht 
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identifizieren konnten und dessen Bedeutung weiter untersucht wird. 
Nach 120 Min. ist der Alaninwert wieder normal und der Fleck (Glm) 
verschwunden. 


2. Mikrobiologische Bestimmungsmethoden 


Zur weiteren Sicherung unserer papierchromatographischen Befunde und um 
genauere Vorstellungen tiber die GréBe der Alaninvermehrung zu bekommen, be- 
stimmten wir L-Alanin im AnschluB an Glutaminséuregaben mikrobiologisch mit 
Hilfe von Leuconostoc citrovorum 8081 nach Baumann und Sauberlich®. Die 
Blutentnahmen erfolgten vor sowie 10, 20, 30, 45, 60 und 120 Min. nach der Injek- 
tion von Natriumglutaminat. Das gewonnene Plasma wurde nach Hier und Ber- 


. geim! mit Wolframat enteiweiBt und eine 0,6 m/ Plasma entsprechende Menge 


zum mikrobiologischen Test verwendet. Das Wachstum des Mikroorganismus 
wurde am Photometer Eppendorf nephelometrisch gegen eine Eichkurve bestimmt. 

Abb. 2 gibt die Befunde bei 5 Kaninchen nach intravenéser Injek- 
tion von 2 mMol/kg Natriumglutaminat wieder; die Punkte der Kurven 
stellen Mittelwerte von Doppelbestimmungen dar. Die GréBe der Alanin- 


' vermehrung entspricht unseren Schaétzungen an den Ninhydrinflecken 


der papierchromatographischen Befunde. 
Da die beobachtete Brenztraubenséure-Abnahme 1,0 bis 1,2 mg °%, 
entspr. 0,11 bis 0,14 mMol pro /, nicht iibersteigt!, kann das zum Aufbau 


des Alanins benétigte Pyruvat nicht allein aus dem Blut stammen, denn 


3 C, A. Baumann u. H. E. Sauberlich, J. biol. Chemistry 177, 545 [1949]. 
‘8. Hieru. O. Bergeim, J. biol. Chemistry 161, 717 [1945]. 





110 V. Klingmiiller, J.Gayer und F. Bramstedt, Bd. 300 (1955) 


der Alaninanstieg im Plasma betragt mit im Durchschnitt 1,1 mMol pro! 
das etwa 5- bis 10fache der Brenztraubensiureabnahme. Es schien 
in diesem Zusammenhang von Interesse zu priifen, ob durch Erhohung 
der injizierten Glutaminséuremenge oder durch gleichzeitige Injektion 


‘of <> 
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von Pyruvat die Hyperalaninaimie verstairkt werden kann. Abb. 3 zeigt 
das Verhalten von L-Alanin nach intravenéser Verabfolgung von 4 mMol/ 
kg Glutaminat. Der Anstieg des Alanins entspricht der unteren Grenze 
der in Abb. 2 dargestellten Kurven, ist also gegeniiber dem nach Injek. 
tion von 2 mMol/kg Glutaminat nicht erhéht. Die gestrichelte Kurve 
gibt die Mittelwerte an. Im Vergleich zu Abb. 2 fallt der wesentlich lang. 
samere Abfall des Alaninspiegels auf. 

In einem weiteren Versuch priiften wir den EinfluB gleichzeitiger 
Verabfolgung aquimolarer Mengen von Pyruvat und Glutaminat auf den 











Alaninspiegel. In Abb. 4 ist das Ergebnis dieses Versuches wiedergegeben, 
: 10 | 
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a 
bei dem 2 mMol/kg Glutaminat und 2 mMol/kg Pyruvat gleichzeitig in 
2 verschiedene Venen injiziert wurden. Auch hier besteht kein Unter. 
schied gegeniiber dem Versuch ohne zusiitzliche Pyruvatgabe. Der gleich- 
zeitig nach Hagedorn-Jensen untersuchte Blutzucker zeigte einen 
geringen Anstieg von 123 auf 142 mg®%,, der eigenen und anderen Ver- 
suchen®® jiber das Verhalten des Blutzuckers nach Glutaminsaure- 


verabfolgung entspricht. 





“6 V. Klingmiiller u. J. Gayer, Verh. dtsch. Ges. inn. Med. 60, 960 [1954] 
6 W. A. Himwich, Amer. J. Physiol. 1954, persénl. Mitteilung. 
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Nach oraler Verabfolgung von 2 mMol/kg Glutaminséure konnten 
wir Alaninvermehrungen in der GroBenordnung zwischen 4 und 6 mg% 
beobachten, deren Maximum zwischen 45 und 75 Min. nach der Zufuhr 
erreicht war und die nach 3—4 Stdn. zur Ausgangslage zuriickgekehrt 
waren. 





Diskussion 


Unsere Versuche in vivo bestitigen die vorliegenden Erfahrungen 
iiber die Transaminierungen. Bei Versuchen in vitro wurde von Braun- 
stein und Kritzmann die Fahigkeit der Glutaminsiure nachgewiesen, 
durch Transaminierung Alanin aus Brenztraubensiure zu bilden. Ande- 
rerseits kann in vitro auch Asparaginsdure durch Transaminierung ge- 
bildet werden. Kamin und Handler’ fanden beispielsweise, da beim 
Hund nach Dauerinfusion von Glutaminat besonders groBe Mengen von 
Asparaginsdure gebildet und im Harn ausgeschieden werden. Wenn wir 
keine wesentliche Vermehrung von Asparaginsiure feststellen konnten, 
so bedeutet das kaum einen Gegensatz zu Kamin und Handler, weil 
wir Glutaminséure in einmaliger Injektion verabreicht haben. Auch 
Cohen und Hekhuis® fanden, daB die Leber aus Glutaminat weniger 
Asparaginsaure bildet als Alanin. 

Der von uns nachgewiesene Alaninanstieg iibersteigt den im Serum 
vorhandenen Vorrat an Brenztraubensiure, so daB die fiir diesen erheb- 
lichen Anstieg bendtigte Brenztraubensiure wahrscheinlich aus dem 
Kohlenhydratstoffwechsel stammt. Die Tatsache, daB weder die Ver- 
doppelung der injizierten Glutaminsiuremenge noch die gleichzeitige 
Verabfolgung von Pyruvat zu einer weiteren Vermehrung der Alanin- 
menge fiihrt, und auch die orale Applikation von Glutaminsaure nach der 
durch die Resorption bedingten Verzégerung den gleichen Anstieg des 
Blutalaninspiegels bewirkt wie parenterale Gabe, mag ihre Erklarung in 
der Annahme finden, daB das Transaminasesystem des Gesamtorga- 
nismus eine begrenzte Kapazitat besitzt, die durch die zugefiihrte Menge 
von 2 mMol/kg Glutaminsiure vollstandig ausgenutzt wird. 


Frau L. von Hein danken wir sehr fiir die Ausfiihrung der mikrobiologischen 
Bestimmungen. 


Zusammenfassung 


Nach intravendser Verabfolgung von Glutaminat an Kaninchen 
wurde das Verhalten der freien Aminosiuren des Blutes auf zweidimen- 
sional-papierchromatographischem und auf mikrobiologischem Wege 
untersucht. 

Durch Transaminierung entsteht Alanin aus Brenztraubensaure, 
wihrend eine Zunahme von Asparaginsiiure papierchromatographisch 
ausgeschlossen wurde. 


7 H. Kamin u. P. Handler, Amer. J. Physiol. 164, 654 [1952]. 
* Pp. P. Cohen u. G. L. Hekhuis, J. biol. Chemistry 140, 711 [1941]. 
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Die Gesamtmenge des gebildeten Alanins iibersteigt den Brenz. 
traubensaurevorrat des Blutes um das 5—10-fache. 

Der Alaninanstieg ist in diesen Dosierungen unabhangig von der zu- 
gefiihrten Menge Glutaminsiure, von ihrer Applikationsweise und von 
der gleichzeitigen Verabreichung von Brenztraubenséure. Diese ‘!' 





i at- 
sache spricht fiir eine begrenzte Kapazitat des Glutaminsaure-Trans. 
aminasesystems in vivo. 


Summary 


Glutamate was administered intravenously to rabbits and the be. 
haviour of the free amino acids in the blood subsequently investigated 
by means of two-dimensional paper chromatography and by micro. 
biological methods. 

Alanine is formed from pyruvic acid by transamination while the 
paper chromatography measurements excluded any increase of aspartic 
acid. The total amount of alanine formed is 5—10 times greater than the 
_ pyruvic acid content of the blood. 

The increase in alanine in these experiments does not depend on 
the amount of glutamic acid administered, nor on the method of appli- 
cation, nor on the simultaneous administration of pyruvic acid. These 
facts point to a limited capacity of the glutamic acid-transaminase system 


in Vivo. - 
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Uber die Polyenfettsiuren der Leberphosphatide 
Von 
FE. Klenk und Anita Dreike 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit K6ln 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Januar 1955) 


Die bisherige Untersuchung? der C,9- und C,,-Polyensiuren der 
Glycerinphosphatide des Gehirns (Mensch) hat ergeben, daB es sich hier 
um ein sehr komplexes Saéuregemisch handelt, daB aber die Doppel- 
bindungen in der Kohlenstoffkette der einzelnen Komponenten durch- 
weg in der Diviny!methangruppierung angeordnet sind. AuBerdem lieBen 
die Befunde darauf schlieBen, daB, von der endstandigen Methylgruppe 
aus gerechnet, die erste Doppelbindung in allen diesen Sauren in Stellung 
3, 6 oder 9, also an derselben Stelle wie in Linolensaure, Linolsiure oder 
Olsiure sich befindet. Bis jetzt konnte das Vorhandensein einer Polyen- 
siure vom Linolensiuretyp* (4*7:1-13-16-19.Dokosahexaensiure) und 
von drei verschiedenen Vertretern voice Linolsiuretyp** (41°-81!-14- Kiko- 
satetraensdure, A7:!9-13-16_ Dokosatetraensiure und A*7-!0-13-16_ Dokosapen- 
taensiiure) sichergestellt werden. 

Um der hier erkennbar werdenden Eigenart im chemischen Aufbau 
dieser im Tierreich sehr verbreiteten Polyensiuren weiter nachzugehen, 
haben wir jetzt die Untersuchung auch auf die Polyensiiuren der Leber- 
phosphatide (Rind) ausgedehnt, in welchen sie den Hauptanteil der unge- 
sittigten Fettsauren ausmachen. Schon vor langerer Zeit*® konnte gezeigt 
werden, daB unter diesen ebenfalls C,)- und C,.-Polyensiuren nebenein- 
ander vorkommen. Jedoch fanden sich in nachweisbaren Mengen auch 
C,.-Polyenséiuren, welche in den Gehirnphosphatiden fast vollstindig 
fehlten. 

Wir haben zunichst eine gréBere Menge (53 g) des Gemischs der 
Cy9- und C,,-Polyensiuren, von welchen die C,g-Séuren durch fraktio- 
nierte Esterdestillation so vollstindig wie méglich abgetrennt waren, 
durch Ozonidspaltung nach der Methode von Klenk und Bongard?* 
abgebaut. Nach Trennung der Abbausiuren in die Monocarbonsauren 

* d.h. Polyensaiuren, in welchen sich die erste Doppelbindung, von der end- 
staindigen Methylgruppe aus gerechnet, ebenso wie in der Linolensaure in Stellung 3 
befindet. 

** d.h. Polyensiuren, in welchen sich die erste Doppelbindung, von der end- 
stindigen Methylgruppe aus gerechnet, ebenso wie in der Linolsiure in Stellung 6 
befindet. 

1 E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 291, 104 [1952]. 

2 E. Klenk u. F. Lindlar, diese Z. 299, 74 [1955]. 

3 EK. Klenk u. O. v. Schoenebeck, diese Z. 209, 112 [1932]. 

4 KE. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]. 
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und Dicarbonsauren wurde die Zusammensetzung der beiden Fraktionen | abl 
durch fraktionierte Destillation der Ester in einer Drehbandkolonne fF suc 
festgestellt (siehe Tab. 1). 




















Tab. 1. Zusammensetzung der Abbausiuren aus den Cyg9- und C,.-Polyensauren | - 

der Leberphosphatide. q kur 

; sacl 

Monocarbonsauren Dicarbonséuren > mit 

in % der in %der FF 
Jes > le ce 

Gesamtmenge Gesamtmenge | oat 
Propionsaure (C,) 28 Malonsaure (C3) 49 
Capronsaure (C,) 61 Bernsteinsaéure (C4) 4 
Pelargonsaure (Cy) 1] Glutarsadure (C;) 20 
Pimelinsaure (C,) 18 

Korksaure (C,) 9 - 

Sebacinsaure (C,9) Spur es. 

Undecandisaure (C,,) Spur © die | 

is : ” _ : : bau 

Wahrend bei den Polyensiuren der Gehirnphosphatide das Vor- on 

‘ handensein der in Tab. 1 aufgefiihrten drei Monocarbonsauren (Propion- “ilk 

siure, Capronsiure und Pelargonsiure) im Gemisch der Abbausauren | ° 

bisher nur mit einer mikroanalytischen Methode (chromatographisch) _— 

nachgewiesen wurde, sind diese im vorliegenden Fall auf praparativem al 

SULU. 


Wege isoliert und genauer identifiziert worden. Es haben sich keinerlei ist 
Anhaltspunkte fiir das Auftreten von anderen Homologen (Buttersiure, Poly 
Valeriansdure, Caprylsiure oder Onanthsiure) in irgendwie faBbaren : 
Mengen ergeben. Indessen muf die Frage, ob unter den Abbausiuren Mit 
nicht auch Essigsiure oder Ameisensiure sich befindet, vorliufig noch |. 
offen bleiben, da die Spaltung des Ozonids in Eisessig als Lésungsmittel | {5 
ausgefiihrt wurde. Im iibrigen kommt einem eventuellen Nachweis von iain 
Essigsdure fiir die Konstitutionsavfklarung dieser Polyenséiuren mit a 
Divinylmethanstruktur nur eine untergeordnete Bedeutung zu, da sie| /p,.,, 
als Decarboxylierungsprodukt der Malonsiure beim Ozonidabbau in 
jedem Fall zu erwarten ist. seit 
AnschlieBend haben wir wieder wie iiblich das Polyensiuregemisch pelbi 
durch fraktionierte Esterdestillation im Hochvakuum in die C,g-, Cyo- und B berei 
Cy.-Fraktionen zerlegt und bei jeder dieser 3 Fraktionen den Ozonid- | ,,..;. 


Tab. 2. Zusammensetzung der Abbaudicarbonsauren in Mol pro Mol Polyensauren. | als 5 




















sie a 

Abbaudicarbon- C: is o. Verls 

sauren 18 20 I 1 ) 

n 

C3 0,36 1.18 2,05 1,74 “on 

C, — 0,06( 7) 0,08 0,11 : p ati 

Cs ee 0,44 0,04 0,11 ~ auch 

c, se ' i 0,73 | keine 
‘8 “ +(0,2—0,4*) - om ae 

Cy +(1,0*) wa _ 0 ol 

sdure 


* die Zahlen sind geschitzt (eine quantitative Bestimmung wurde nicht durchgefiihrt). e 
** nicht bestimmt. von ¢ 
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_abbau durchgefiihrt. Wir beschrankten uns auf eine genauere Unter- 
| suchung der Abbaudicarbonsiuren (siehe Tab. 2). 


Wie Tab. 2 zeigt, wurden aus den C,,-Saéuren nur 2 Dicarbonsiuren 


' und zwar Malonsaure und Azelainsiure erhalten. Die UV-Absorptions- 
- kurve nach der Alkaliisomerisierung liBt den SchluB zu, daB der Haupt- 
_ sache nach Linolsiure (in Ubereinstimmung mit friiheren? Befunden) 
mit einer kleinen Beimengung von Linolensiure vorgelegen hat. 


Unter den Abbaudicarbonséuren der C,)-Polyensiuren fand sich 


' auBer der Malonsiure nur Glutarsiure und Korksiure in nennenswerten 
_ Mengen. Wahrend die chromatographische Analyse fiir das Vorhanden- 
~ sein von kleineren Mengen Bernsteinsaure sprach, lieB sich die betreffende 
_ Fraktion papierchromatographisch nicht einwandfrei als Bernsteinsiure 
_ identifizieren. Es erscheint deshalb fraglich, ob hier reine Bernsteinsaéure 
' vorgelegen hat, um so mehr als bei einer anderen C,9-Polyensaurefraktion, 
_ die noch nicht frei von C,,-Polyensiuren war, diese Siéure unter den Ab- 
_ baudicarbonsiuren kaum mehr als spurenweise (etwa 1%) angetroffen 
_ wurde. Sie diirfte teils von partiell isomerisierten Polyensauren, teils von 


- geringen Verunreinigungen mit C,.-Polyensiuren stammen. 
uren 


Beim Ozonidabbau des Methylesters fand sich wie immer nur Malon- 
siure als einzige freie Dicarbonsiure, so da an der Divinylmethan- 
struktur dieser Polyensaéuren auch im vorliegenden Fall nicht zu zweifeln 
ist. Auf Grund der UV-Absorptionskurve des mit Alkali isomerisierten 
Polyenséiuregemisches handelt es sich um ein sehr komplexes Gemisch 
von Pentaen-, Tetraen-, Trien- und méglicherweise auch Diensauren. 
Mit einiger Wahrscheinlichkeit kann nach den vorliegenden Befunden 
auf das Vorhandensein folgender C,9-Polyenséiuren geschlossen werden 
:A58-11-14-17_ Kikosapentaensdure, 415811-14. und 18-11-4417. Kikosatetraen- 
siure sowie A581. und 18-11-14. Kikosatriensiure. Eine Entscheidung 
der Frage, ob eine oder die andere der obigen Tetraensiuren bzw. 
Triensduren fehlt, kann vorliufig noch nicht getroffen werden. 

Es sei besonders darauf hingewiesen, da das Sauregemisch auch 
noch kleine Mengen Polyensauren enthalt, in welchen wenigstens 2 Dop- 
pelbindungen in Konjugation sich befinden. Dies geht aus der im Dien- 


_bereich (238 my) feststellbaren geringen UV-Absorption des nicht iso- 


merisierten Polyenséiuregemischs hervor. Ihre Menge ist aber nicht héher 


als 5°, der Gesamtséuren und man hat guten Grund anzunehmen, dab 


sie aus den Saéuren mit Divinylmethanstruktur durch Isomerisierung im 
Verlauf der Aufarbeitung entstanden sind. 
Die hier angetroffenen C,)-Polyenséiuren unterscheiden sich in 


-mancherlei Hinsicht von den entsprechenden Saéuren der Gehirnphios- 
_ phatide. In den letzteren fehlt vor allem die Pentaensdure. Es besteht 
auch insofern ein Unterschied, als unter den Abbausauren derselben 
_ keine Korksiiure vorgefunden wurde, so daB in den Gehirnphosphatiden 
sowohl die A8-11-14-17.Kikosatetraensiure als auch die A®1-14-Kikosatrien- 


siure fehlt, waihrend in den Leberphosphatiden zum mindesten eine 
von diesen beiden Polyensiuren vorhanden sein diirfte. 
S* 
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Was nun die C,.-Polyensiuren betrifft, so fanden sich unter den Ab. 
bausaiuren auffallend groBe Mengen Pimelinséure und nur verhaltnis. | 
maBig kleine Mengen Bernsteinsiure. Da in der UV-Absorptionskurve |- 
das Hexaenmaximum (373 mu) nur schwach, die Pentaenmaxima (327 | 
u. 346 my) dagegen sehr stark ausgepriigt sind, ist die in den Gehirn. | 
phosphatiden in so reichlichen Mengen vorkommende A*7-10-13-16-19_ 7 
Dokosahexaensaure in den Leberphosphatiden nur in sehr viel kleineren | 
Mengen vorhanden. Dafiir kommt aber in den letzteren die A7-10-13-16-19, | 
Dokosapentaensaéure, welche in den Gehirnphosphatiden anscheinend ~ 
iiberhaupt ganz fehlt?, offensichtlich in betrachtlichen Mengen vor. Auch © 
das Vorhandensein von weniger hoch ungesattigten C,.-Polyensauren ” 
ist sehr wahrscheinlich. Jedoch kann auf Grund der vorliegenden Daten |~ 
noch nicht entschieden werden, um welche es sich handelt. a 

Die unter den Abbaudicarbonsiuren nachgewiesene Glutarsiure | 
darf mit ziemlicher Wahrscheinlichkeit auf eine Verunreinigung des Aus. 
gangsmaterials mit Cy, 9-Polyensiuren zuriickgefiihrt werden. Dafiir 
spricht vor allem auch der Befund, daf von den beiden untersuchten | 
C..-Polyensiurefraktionen das unreinere Praparat II auch eine merklich 
groBere Menge Glutarsiure (0,11 Mol) ergab als das reinere PriparatI/ 
(0,04 Mol). Zz 

Die Menge der Polyensauren, in welchen wenigstens 2 Doppel.|— 
bindungen in Konjugation sich befinden, ist in der C..-Fraktion wesent-| yo 
lich héher als in der Cyo-Fraktion. Im Dienbereich betriigt die UV-Ab-| Men 
sorption der nicht isomerisierten Sauren schon nahezu 20% des Wertes,| Jodz 
der nach der vollstaéndigen Isomerisierung erhalten wird, so da viel-}) j V4, 
leicht auch nahezu 20% der C,,-Sauren im Laufe der Aufarbeitung par-| siur 
tiell isomerisiert wurden. Wenn dadurch die Konstitutionsaufklaérung|  Schn 
trotzdem nicht wesentlich gestért wird, so ist dies darauf zuriickzufihren, 
daB von den durchschnittlich 4—5 Doppelbindungen im Molekiil im! 
groBen Ganzen nur eine ihre urspriingliche Lage verindert. Im tibrigen|— 
haben wir bei anderen Aufarbeitungen C,-Polyensaurepriparate er-|  giure 
halten, in welchen der wie oben berechnete Isomerisierungsgrad weniger) "*' 
als 10% betrug, so daB es ohne Zweifel méglich ist, diese Art der spon- 
tanen partiellen Isomerisierung durch méglichst schonende Aufarbeitung 
weitgehend zu vermeiden. 

Nach dem Ergebnis unserer Untersuchung darf mit gutem Grund wih 
angenommen werden, daB den Cy9- und Cy, -Polyensiuren der Leber-\— dariil 
phosphatide (Rind) ebenso wie denen der Gehirnphosphatide (Mensch)|_ siure 
Divinylmethanstruktur zukommt. Wenn auch die einzelnen Kompo- kriste 
nenten des Gemischs keineswegs mit denen der Gehirnphosphatide| 
identisch sind, so gehéren sie doch ebenfalls vorwiegend oder ausschlieb- — 
lich dem Linol- und Linolensiuretyp an. Das Vorhandensein von kleinen > sprec 
Mengen Polyensiuren vom Olsduretyp ist nicht auszuschlieBen. Diese) £fil 
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Frage bedarf jedoch noch einer weiteren Klarung. | bildet 
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1 Ab. Beschreibung der Versuche 
Itnis. : Darstellung des Ausgangsmaterials 
curve | 


oon Als Ausgangsmaterial dienten die atherléslichen Glycerinphosphatide (1285g), 
(0 “' |" welche aus 50 kg frischer Rindsleber durch aufeinander folgende Extraktion® mit 
hirn. - Aceton und einem Gemisch von Tetrachlorkohlenstoff-Methanol (1:3 Vol-Tle.) 





16.19. | gewonnen worden waren. Nach Spaltung der Phosphatide durch 2-stdg. Kochen 
reren |) mit der 15-fachen Menge 10-proz. methanolischer Schwefelsiure unter RiickfluB, 
16.19 |. Verseifung der Fettsiuremethylester (760 g) mit der 30-fachen Menge n/2-methanol. 

*|) Natronlauge, Abtrennung der auskristallisierenden Seifen der vorwiegend gesat- 
nend | tigten Fettsiuren (218 g freie Sauren) und des Unverseifbaren erhielt man aus der 
Auch  Fraktion der ungesattigten Fettsiuren (420 g), wie friiher beschrieben!, die hochun- 


- gesittigten Fettsiuren durch Ausfrieren der vorwiegend schwach ungesattigten 
> Fettsiuren bei —20°, —40° und —70°. Menge der hochungesattigten Fettsiuren 
aten > 990 g, Jodz. 250. 

Die daraus gewonnenen Methylester wurden anschlieBend unter Beniitzung 
sure von 1060 mm bzw. 750 mm hohen mit kleinen Drahtnetzsiatteln gefiillten Kolonnen 
Aus... (240 bzw. 29mm) in 2 Einzelportionen von etwa 125 bzw. 85g im Hochvak. 
ifs (10-* mm, am Kopf der Kolonne gemessen) fraktioniert destilliert. Mit Ausnahme 
afiir er Fr. 1, die schwach gelb gefarbt war, gingen die Ester als leicht bewegliche, farb- 
shten | jose Ole tiber. In Tab. 3 ist das Ergebnis von einer der beiden Destillationen (klei- 
klich| nere Menge) zusammengestellt. 


juren 
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at I) Tab. 3. Fraktionierte Destillation des Gemischs der Polyensiuremethylester. 
ppel- | 1 | 2 3 4 5 | 6 | 7 | 8 | g** |10** |] 1** 
sent. _ Methylester 
-Ab-|> Mengeing |7,8/9,55|] 8,9 | 7,6 | 9,0 | 6,0 | 3,5 {1,0} 10,0] 6,0 | 2,5 
artes.) Jodz. 247 | 254 |251 
viel. hydrierte 
‘par: Sauren 
rung} Schmp. °C* 64 69 70 72 71 
hren, (66) | (71) | (74) | (74,5) | (73,5) 
1 im! Aquiv.-Gew.* 294 301 310 312 310 
(296) | (306) | (312) | (312) | (310) 



































rigen 
. ae; * die in Klammern gesetzten Zahlen enthalten die Werte fiir die aus Aceton umkristallisierten 
© eT) > Siuren. ** die Fr. 9—11 wurden ohne Kolben aus der Kolonne herausdestilliert. Destillations- 
niger) Tickstand etwa 8g. 

5 


3pon- : ; . 
aes Die Abbauséuren des Gemischs der Cyo- und C4- 

‘ Polyensauren 
rund Von jedem der beiden Ansitze vereinigte man diejenigen Fraktionen, von 
- 


_ welchen die hydrierten Sauren ein Aquiv.-Gew. von 312 (Cy9H4 90. ber. 312,4) und 
eber- __ dariiber hatten. Es wurden so insgesamt 70,5 g Methylester der Cy9- und Cy9-Polyen- 
nsch)|> siuren erhalten. Jodz. 265. Hydrierte Saure, Schmp. 71 bzw. 72° nach dem Um- 
_| kristallisieren aus Aceton. Aquiv.-Gew. 326 bzw. 328. 

Le Mit 53g des aus den Methylestern gewonnenen Sauregemischs wurde in 
_ Einzelportionen von etwa 10 g die Ozonidspaltung nach Klenk und Bongard# 
 durchgefiihrt. Im AnschluB an die Spaltung destillierte man der Vorschrift ent- 
> sprechend das Lésungsmittel im Vakuum vorsichtig iiber eine mit Glasspiralen 
Diese! gefiillte Kolonne ab. Wie die spatere Aufarbeitting ergab, enthielt das abdestillierte 
_, Lésungsmittel (Eisessig und etwas Essigester) nahezu die Gesamtmenge der ge- 
_ bildeten Propionsiure. Dem éligen Destillationsriickstand entzog man die Mono- 








i 





> E. Klenk u. E. Friedrichs, diese Z. 290, 169 [1952]. 














118 E. Klenk und Anita Dreike, ; Bd. 300 (1955) 


carbonsauren durch sorgfaltige Behandlung mit Petrolither, der seinerseits wieder 
zur Entfernung der kleinen Mengen in Lésung gegangener Dicarbonséuren noch 
wiederholt mit etwas Wasser ausgeschiittelt wurde. 

Die Monocarbonsauren. 12 g eines stark riechenden, farblosen Ols. Nach 
Veresterung mit Diazomethan wurden die Methylester mit einer Drehband. 


Tab. 4. Fraktionierte Destillation der Monocarbonsiuremethylester. 



























































Zusammensetzung, 
Sdp. Menge 20 Menge der Methy1- 
0 mm Hig in g "D ester in g 
Ce Cy 
Vorlauf 76—125 753 0,6 - 
l. 125—137 7 0,1 1,4019 
2. 137—145 ‘3 0,3] 1,4040 0,31 
3. 145—146 = 0,34 1,4051 0,34 
4, 146—146,5 < 0,81 1,4050 0,81 
5. 146,5—147,5 * 0,88 1,4050 0,88 
6. 147,5—148 ” 0,88 1,4050 0,88 
cf 148 “a 0,50 1,4055 0,485 0,015 
8. 57—97 15 0,41 1,4135 0,205 0,205 
9. 97—98 = 0,16 1,4194 0,019 0,141 
10. 98— 120 fg 0,43 1,4268 0,345 
Ad. 110—125 7: 0,52 1,4540 
Gesamtmenge der Methylester in g 3,929 0,706 
Gesamtmenge der freien Saéuren in g 3,51 0,65 
Sdp.°C 
150 : 
(80). $= 
130 4 | 
1 & | 
10 | 
Cy & Cg~ Abb. 1. Siedepunktskurve der 
50 3 & Monocarbonsauremethylester aus | 
] G~ IK Se) den Cyg9- und (‘g9-Polyensauren. | 
| | 
50 4 : 
JI0 ——— 


12. 4S Boe, 28. 

ccm Destillat —— 
kolonne* zunachst bei Normaldruck, anschlieBend bei konstantem vermindertem 
Druck (15 mm und 7 mm Hg) fraktioniert destilliert (Tab. 4). Wie die in Abb.1 
dargestellte Siedepunktskurve zeigt, sind auBer dem aus Ather (Sdp. 34°), Essig- 
ester (Sdp. 57°) und méglicherweise etwas Petrolither bestehenden Vorlauf nur die 

Methylester von Capronsaure (C,) und Pelargonsiure (Cy) vorhanden. 

Die Berechnung der Zusammensetzung der Fr. 7—10 erfolgt aus den Bre. 
chungsexponenten unter der Annahme, da die Fr. 7—9 ein Gemisch von Capron- 


* Modell der Fa. E. Haage, Miilheim-Ruhr. 
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siuremethylester (n2? 1,4050) und Pelargonsaiuremethylester (n20 1,4214, Beilstein), 
die Fr. 10 ein Gemisch von Pelargonséuremethylester und der Substanz von Fr. 11 
(nsy’ 1,4540) ist. 

Zur papierchromatographischen Identifizierung wurde von den einzelnen 
Fraktionen eine kleine Probe mit Natronlauge verseift und die mit verd. Schwefel- 
siure in Freiheit gesetzten Fettsiuren durch Ausschiitteln mit Ather gewonnen. 
Papierchromatographie der Sauren in Form der Ammonsalze nach Reid und 
Lederer®. Mobile Phase: mit 3-n. wiBr. Ammoniak aquilibriertes, frisch destil- 
liertes Butanol. Papier: Schleicher & Schiill 2043b. Laufzeit: 24 Stdn. absteigend. 


Tab. 5. Fraktionierte Destillation der Propionsiureathylesterfraktion. 















































Sdp. Menge 20 Propionsaureathyl- 
°C g D ester Menge in g 
Vorlauf —75 5,16 
; 75—77 3,33 1,3768 
2. 77—95 0,8 1,3805 0,37 
3. 95—97 0,91 1,3855 0,91 
4. 97—99 0,71 1,3875 0,61 
5. 99—112 0,72 1,3975 0,35 
Gesamtmenge des Athylesters in g 2,24 
Gesamtmenge der_freien Saure in g 1,63 
Sdp. °C 
} 100; C+ 
90 - 
80 Abb. 2. Siedepunkts- 
8 To kurve der Propion- 
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Farbung: Bromkresolpurpur in alkohol. Formalinlésung, py 5,0. Es fand sich im 
Vorlauf, ebenso in Fr. 2 u. 3 nur Capronsiaure, in Fr. 8—10 Capronsaure und Pelar- 
gonsiure. Auch in Fr. 11 war neben Pelargonsaiure noch eine Spur Capronsaéure 
nachzuweisen. 

Um die in den abdestillierten Eisessig tibergegangene Propionsaure zu ge- 
winnen, wurden die Sauren nach der iiblichen Methode? in die Athylester iiberge- 
fiihrt. Unter Verwendung einer 750 mm hohen, mit kleinen Drahtnetzsatteln ge- 
fiillten Kolonne (@ 29 mm) mit verspiegeltem Vakuummantel destillierte man den 
Hauptteil des Essigsaure-Athylesters vorsichtig ab und fraktionierte schlieBlich den 
Riickstand (etwa 15 ccm) nach Zugabe von einigen ccm Ligroin (Sdp. iiber 100°) 
als Schiebefliissigkeit mit Hilfe der Drehbandkolonne (Tab. 5 und Abb. 2). 

Die aus Fr. 4 gewonnene Saure war papierchromatographisch einheitlich und 
mit Propionsiure identisch. Der Propionséuredithylestergehalt der einzelnen Frak- 


: R. L. Reid u. M. Lederer, Biochem. J. 50, 60 [1951]. 
? Siehe Gattermann, Die Praxis des org. Chemikers, 30. Aufl., 8. 142. 
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tionen wurde aus den Brechungsexponenten errechnet unter der Annahme, da8 
Fr. 2 ein Gemisch von Essigsaiureathylester (ns, 1,3768) und Propionsaureathylester 
(nz) 1,3855), die Fr. 4 und 5 ein Gemisch von Propionsaureathylester und des als 
Schiebefliissigkeit verwendeten Ligroins (nz 1,4094) ist. 

Es wurden demnach an Monocarbonsiuren erhalten: Propionsiure 1,63 g, 
Capronsaure 3,51 g und Pelargonsaiure 0,65 g. Die Ausbeute betrigt nur etwa 
30—50% der Theorie. Wahrscheinlich ist ein groBer Teil der leicht fliichtigen Pro- 
pionsaure bei der Aufarbeitung verloren gegangen. 

Die Dicarbonsauren. 66 g einer gelblich weiBen, noch etwas schmierigen 
festen Substanz. Etwa 12g davon wurden mit einer atherischen Diazomethan- 
lésung verestert. Nach dem Abdestillieren des Athers auf etwa die Halfte des ur- 
spriinglichen Volumens entfernte man die noch vorhandenen Peroxyde durch Aus- 
schiitteln der ather. Lésung der Ester mit einer wiBr. Eisen(II)-sulfatlésung. An- 
schlieBend wurden die Ester mit einer Drehbandkolonne im Vak. bei einem kon- 
stanten Druck von 17 mm fraktioniert destilliert (Tab. 6). 


Tab. 6. Fraktionierte Destillation der Dicarbonsiuredimethylester aus den 
Cygo- und C,,-Polyensiuren. 





























Zusammensetzung. 
rs Menge ne Menge der Methylester in g 
/ g 
C; | C, | Cs | C, Cy 
A. 72—78 0,50 1,4137 | 0,50 
2. 78—79 0,85 1,4125 | 0,85 
3. 79—80 0,61 1,4128 | 0,61 
4. 80—81 0,37 1,4128 | 0,37 
5. 81—91 0,28 1,4130 | 0,27 | 0,01 
6. 92—95 0,24 1,4144 | 0,192] 0,034] 0,014 
f 95— 100 0,31 1,4175 | 0,15 | 0,062] 0,096 
8. 100— 102 0,47 1,4213 0,113 | 0,357 
9, 102—118 0,50 1,423] 0,50 
10. 119—125 0,28 1,4258 0,135} 0,145 
Le 125—127 0,34 1,4283 0,34 
12. 127—135 0,99 1,4312 0,49 | 0,50 
Gesamtmenge der Methylester in g 2,942] 0,219] 1,102] 0,975] 0,50 
Giesamtmenge der freien Sauren in g 2,32 | 0,18 | 0,91 | 0,83 | 0,43 
in % der Gesamtsauren 49 4 20 18 9 











Die Zusammensetzung der Fr. 5, 10 und 12 wurde aus den Brechungsexpo- 
nenten errechnet, wobei die Fr. 5 als ein Gemisch von Malonsiuredimethylester 
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(nz 1,4128) und Bernsteinsduredimethylester (ny 1,4186, Beilstein), die Fr. 10 [ 


als ein Gemisch von Glutarsiuredimethylester (nj) 1,4231) und Pimelinsaure- 


; 2 ‘ . . . ts Boa i 
dimethylester (nj, 1,4283) und die Fr. 12 als ein Gemisch von Pimelinsaiuredime- 


20 


thylester und Korksauredimethylester (nj, 1,4341, Beilstein) angenommen wurde. i 
Die Zusammensetzung der Fr. 6—8 bestimmte man dagegen durch chromatogra- |— 


phische Analyse mit Saule D. 

Wie die Siedepunktskurve (Abb. 3) zeigt, ist trotz der Verwendung der hoch- 
wirksamen Drehbandkolonne eine scharfe Trennung des Gemischs in die einzelnen 
Komponenten nur teilweise gelungen. Es wurden deshalb einzelne der Fraktionen 
in die freien Sauren iibergefiihrt (Verseifung der Ester mit Natronlauge und Ent- 


fernung der Natriumionen mit dem Kationenaustauscher [Lewatit CNO]) und diese 
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nach Lugg und Overell® papierchromatographisch gepriift (Lésungsmittel: Bu- 
tanol : Eisessig : Wasser = 5:1:10; Papier: Schleicher & Schiill 2043b. Lauf- 
zeit: 8—9Stdn. aufsteigend; Farbung: Bromphenolblau in 95-proz. Athanol, 
pu 5.2). Dabei erwies sich Fr. 3 als reine Malonsaure, Fr. 5 als Gemisch von Malon- 
siure und Bernsteinsaure, Fr. 6 u. 7 als Gemisch von Malonsaure, Bernsteinsaure 
und Glutarsdure, Fr. 8 als Gemisch von Bernsteinsiure und Glutarsiure mit einer 
Spur Malonsaure, Fr. 9 als Glutarsiure, Fr. 10 als Glutarsiure und Pimelinsaure 
und Fr. 11 als Pimelinsaure. 

Zur weiteren Charakterisierung wurden die in Fr. 11 und 12 enthaltenen 
héheren Dicarbonsauren auch als solche isoliert. Die freie Saure aus Fr. 11 schmolz 
unscharf bei 95°. Durch wiederholte Sublimation im Vak. bei 150° wurde eine Saure 
vom Schmp. 101° erhalten. Sie gab mit reiner Pimelinsiure (Schmp. 104°) keine 
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Schmelzpunktsdepression. Die freie Saure aus Fr. 12 schmolz unscharf bei 105°. 
Nach Umkristallisation aus Wasser, Schmp. 132° (Schmp. reiner Korksaure 140°). 


C,H,,0, Ber. C 55,16, H 8,10, Aquiv.-Gew. 87 
Gef. C 56,1, H8,2, Aquiv.-Gew. 86. 

Es lag hier offensichtlich eine noch nicht ganz reine Korksaure vor. Ein wesent- 
lich reineres Produkt konnte aus dem urspriinglichen Gemisch der Abbaudicarbon- 
siuren (17 g) durch mehrfaches Umkristallisieren aus wenig Wasser erhalten werden. 
Die noch einmal durch Sublimation im Vak. bei 150° gereinigte Saure (etwa 0,2 g) 
schmolz bei 137° und gab mit reiner Korkséure keine Schmelzpunktsdepression. 
Dieses Praparat enthielt, wie die papierchromatographische Priifung ergab, auBer 
Korksaéure noch eine Spur Sebacinsaure (C,)) und Undecandisaure (C,,). 

Destillationsriickstand. Durch Destillation im kleinen Claisenkolben erhielt 
man 0,8 g. Die daraus erhaltene freie Saure erwies sich papierchromatographisch 
als eine mit etwas Sebacinsiure verunreinigte Korkséure. Die hier noch vorgefun- 
dene Korksiure wurde bei der Berechnung der Zusammensetzung des Dicarbon- 
siuregemischs nicht beriicksichtigt, da der Destillationsriickstand auBer den Dicar- 


produkte) enthielt. 
Die C,,-Polyensiuren 


Die bei der fraktionierten Destillation der Methylester des Polyensaurege- 


gra- | misches zuerst tibergehenden, vorwiegend die C,,-Sauren enthaltenden Fraktionen 


wurden vereinigt (49 g) und in derselben Weise noch einmal fraktioniert destilliert 
(750 mm hohe Fraktionierkolonne mit versilbertem Vakuummantel, 10-4 mm Hg), 
wobei man 7 Fraktionen in Mengen von je etwa 5 g auffing. Von diesen wurde nur 


' jede zweite Fraktion naher untersucht (Tab. 7). 





SJ. W. H. Lugg u. B. T. Overell, Nature (London) 160, 87 [1947]. 
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Tab. 7. Fraktionierte Destillation der C,,-Polyensiuremethylester. 
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Die UV-Absorptionskurven vor und nach der Alkaliisomerisierung (Durch- 
fiihrung der Isomerisierung wie friiher? beschrieben) der Fr. 3 u. 4 zeigt die Abb. 4. 
Die in der Kurve der Fr. 4 im Tetraenbereich (300 u. 315 my) gerade noch andet- 
tungsweise erkennbaren Maxima diirften auf Spuren von beigemengten Cy 9-Polyen- 
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Methylester hydrierte freie Saiuren 
aus Aceton umkr. | Schmp. Aquiv.. 
A iv 0, Nauy 
Menge | Jodz. ~~ —_ “| Schmp. | Aquiv.- a 
g C Gew. I 
°C Gew. 
I. 3,3 | 120 45 302 54 280 
3. 6,4 | 149 67 287 68 285 C,,H3,0. 
5. 5,2 | 154 69 288 69 284 70 284,4 
Ws 4,6 | 168 68 294 68 289 
1% 
le] fom 
650 
600; 
500; 
400 Pra ke Abb. 4. UV-Absorptionskurven 
der C,,-Polyensaéure-methylester 
(Fr. 3 u. 4 von Tab. 7) vor und 
3003 ae 
nach der Isomerisierung. 
200 Fr. 3 und 4 (nicht isomerisiert)) 
100} | 
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Abb. 5. Chromatographi- 
sche Trennung des Gemischs 
der Abbausauren der (;, 

Polyenséuremethylester 
(entspr. 48,5 mg) durch 

Saule D. 

1% (3—59): Vorlauf; 20% 
(96—119): 9,75 cem n/100- 
KOH, gef. 0,30 Mol. Malon- 

saure. 


Bd. 300 (1955) 
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siuren zuriickzufiihren sein. Fir die weitere Untersuchung verwendete man des- 
halb Fr. 3. 0,6066 g Ester wurden nach Klenk und Bongard? iiber das Ozonid 
abgebaut. Riickstand in 25cem 1-proz. Butanol-Chloroform gelést und 2 ccm 
(entspr. 48,5 mg Ester) davon mit Saule D chromatographiert (Abb. 5). 

Die Saure aus Fr. 69—119 (Abb. 5) war papierchromatographisch® einheitlich 
und mit Malonsaure identisch. 

AuBerdem wurden 1,194 g der aus Fr. 3 gewonnenen freien C,,-Polyenséuren 
der Ozonidspaltung unterworfen und aus dem Gemisch der Abbaudicarbonsaiuren 
die Monocarbonsauren mit Petrolither entfernt. Als unléslicher Riickstand ver- 
blieben 0,92 g Dicarbonsdéuren. Nach der papierchromatographischen Priifung ® lag 
ein Gemisch von Malonsaure und einer héheren Dicarbonsaure vor, die auf gleicher 
Hohe mit Azelainsiure wanderte. Es feblten Bernsteinsaure, Glutarsiure und die 
nachst héheren Homologen. Durch mehrmaliges Umkristallisieren aus Wasser, 
Ligroin (Sdp. 110—130°) und wieder Wasser erhielt man Azelainsiure vom 
Schmp. 104°. Keine Schmelzpunktsdepression mit reiner Azelainsiure (Schmp. 105°), 

(,H,,0, Aquiv.-Gew. ber. 94,1, gef. 94,6 (94.5) 

Papierchromatographisch® war die Saéure einheitlich und mit Azelainsaéure 
identisch. 

Aus der waBr. Mutterlauge wurden durch Gefriertrocknung 0,43 g eines etwas 
klebrigen, festen Riickstands erhalten, in welchem 0,121 g Malonsaure oder 0,36 Mol 
pro Mol C,,-Polyensaéure enthalten waren (chromatographisch* mit Saule D be- 
stimmt). Die Menge der Azelainsaure berechnet sich dementsprechend zu 0,92—0,12 

0,80 g oder 1 Mol pro Mol C,,-Polyensiure. 


Die Cyy-Polyensauren 


35 g der bei der ersten Destillation herausfraktionierten Ester der C,9-Polyen- 
siuren wurden unter Verwendung der 750mm hohen Kolonne mit versilbertem 
Vakuummantel noch einmal fraktioniert destilliert, wobei man insgesamt 7 Frak- 
tionen auffing, von welchen man nur die Fr, 3—7 naher untersuchte (Tab. 8). 


Tab. 8. Fraktionierte Destillation der C.9-Polyensiuremethylester. 














Methylester hydrierte freie Saiuren 
be aus Aceton umkr. | Schmp. Aquiv.- 
Menge Schmp. | Aquiv.- % oC Gew. 
g Jodz. 0c F el Schmp. | Aquiv.- 
F °C Gew. 
5% 4,6 | 237 66 298 67 297 
4. 5,0 237 72 303 71 305 ? 
5. | 29 | 269 | 74 312 74 3115 | SzoHaods | 
6. | 4,1 | 270 71 315 73 312 : ar 
cp 2,6 | 248 72 312 73 312 























Die folgenden Untersuchungen wurden mit Fr. 5 ausgefiihrt. Abb. 6 zeigt die 
UV-Absorptionskurve vor und nach der Alkaliisomerisierung. 

Ozonidspaltung des Methylesters: Die Abbausiuren von 0,4138 g 
Ester wurden in 25 ccm 1-proz. Butanol-Chloroform gelést und 1 ccm (entspr. 
16,54 mg Ester) davon mit Saule D chromatographiert (Abb. 7). 

Ozonidspaltung der freien Polyensaure: Die Abbausauren von 0,469 g 
der aus dem Ester in der iiblichen Weise gewonnenen Polyensauren (Mol.-Gew. 304, 
ber. aus der Jodzahl) wurden in 25ccm 1-proz. Butanol-Chloroform gelést und 1 cem 
(entspr. 18,75 mg Polyensaéuren) davon mit Séule D chromatographiert (Abb. 8). 


° E. Klenk u. H. Faillard, diese Z. 292, 268 [1953). 
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Papierchromatographisch® wurden Fr. 83—101 (Abb. 8) als Glutarsaure, 
Fr. 121—136 als Malonsaure identifiziert. Die papierchromatographische Identi- 
fizierung der Bernsteinsaure (Fr. 110—120) war nicht méglich. Es konnte iiberhaupt 
keine, auf dem Papier wandernde Saure sichtbar gemacht werden. Die Unregel- 
maBigkeit im Chromatogramm (Abb. 8), welche sich dadurch auBert, daB der groBen 
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Abb. 7. Chromatographische Trennung des Gemischs der Abbausaéuren aus den 
Cy9-Polyensiuremethylestern (entspr. 16,54 mg Ester) durch Saule D. 1% (1—40): 
Vorlauf; 20% (70—91): 12,6 cem n/100-KOH, gef. 1,21 Mol Malonsaure. 


Glutarsaurezacke noch eine kleine Vorzacke vorausgeht, ist nicht geklart. Dem 
Papierchromatogramm entsprechend handelt es sich ebenfalls um Glutarsiure. Da 
sowohl durch 3-proz. als auch durch 5-proz. Butanol-Chloroform keine Saure eluiert 
wird, darf geschlossen werden, da Pimelinsiure und Adipinséure im Gemisch der 
Abbausauren fehlen. 

Zum einwandfreien Nachweis der Bernsteinsiure und der héheren Dicarbon- 
sdiuren stand keine reine Cy9-Polyensiure mehr zur Verfiigung. Fiir die weiteren 
Versuche wurde deshalb eine Cy9-Polyensiurefraktion verwendet, die noch nicht 
frei von C,,-Polyenséure war. Aus dem Gemisch der Abbausauren von 8,7 g dieser 
unreinen C,9-Polyensaurefraktion erhielt man nach Abtrennung der Monocarbon- 
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siuren mit Petrolather 7,22g Dicarbonsauren. Die daraus wie oben (siehe Dicarbon- 
siuren ausCy9- und C,,-Polyensaiuren) erhaltenen Methylester (4,9 g) wurden wieder 
mit Hilfe der Drehbandkolonne bei einem konstanten Druck von 16mm frak- 
tioniert destilliert (Tab. 9). 
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Abb. 8. Chromatographische Trennung des Gemischs der Abbausauren aus den 
(‘y9-Polyensaiuren (entspr. 18,75 mg Sauren) durch Saule D. 1 % (1—60): Vorlauf; 
10% (83—101): 5,385 ecm n/100-KOH, gef. 0,436 Mol Glutarsaure ; 20% (110—120): 
0,798 ccm n/100-KOH, gef. 0,06 Mol Bernsteinsaure ; (121—136): 14,49 cem n/100- 
KOH, gef. 1,18 Mol Malonsaure. 


Tab. 9. Fraktionierte Destillation der Dicarbonsiuremethylester aus der unreinen 
Cy9-Polyensiurefraktion. 

















Zusammensetzung. 
Sdp. Menge ne Menge der Methylester in g 
i g D » 
C, Cy 

1. 76—80 1,0 1,4129 

2. 80—99 0,62 1,4138 0,023 

3. 99—104 0,38 1,4197 0,0124 

4. 104—126 0,43 1,4225 0,0142 

5. 126—138 0,25 1,4250 0,045 

6. 138—140 0,47 1,4311 0,343 

We 140—145 0,45 1,4350 0,294 
Riickstand 0,74 1,4386 
Gesamtmenge in g 4,34 0,050 0,682 
in % der Gesamtmenge | 100 1 15 














Fr. 3: die nach der Verseifung des Esters mit Hilfe eines Kationenaustau- 
schers (Lewatit CNO) erhaltene freie Saiure schmolz bei etwa 80°. Die chromato- 
graphische Analyse mit Saule D ergab folgende Zusammensetzung: Malonsaure 
31,1%, Bernsteinsiure 3,3% und Glutarsiure 65,4%. Hier konnte die Bernstein- 
siure ebenso wie die beiden anderen Sauren einwandfrei papierchromatographisch ® 
identifiziert werden. Unter der Annahme, daB in Fr. 2 und 4 der Bernsteinsaure- 
gehalt ebenso groB ist wie in der Fr. 3, ergeben sich die Werte der Tab. 9. — Fr. 6: 
Die nach der Verseifung des Esters mit Schwefelsaure in Freiheit gesetzte und durch 
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Ausschiitteln mit Ather gewonnene freie Siure schmolz bei 115°. Zur weiteren Reini- 
gung suspendierte man die Saure nach Day, Conn und Stevenson” in wenig 
heiBem Benzol und gab gerade soviel Alkohol hinzu, daB sich alles léste. Die beim 
Stehen im Kiihlschrank auskristallisierte Saure (Schmp. 132°) wurde nochmals aus 
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‘Wasser unkristallisiert. Schmp. 137°. Keine Schmelzpunktsdepression mit reiner 
Korksaure (Schmp. 140°). 
C,H,,0, Ber. C 55,16% H 8,11 Gef. C 55;76 H 8,17. 
Auf Grund. der papierchromatographischen Priifung® handelt es sich um eine 
mit Spuren Azelainsiure verunreinigte Korksiure. — Fr. 7: Freie Siure, Schmp. 
113°. Nach Umkristallisation aus Benzol-Alkohol, Schmp. 135°. Keine Schmelz- 
punktsdepression mit reiner Korksaiure. Auch hier konnten papierchromato- 
graphisch auBer Korksaure noch kleine Mengen Azelainsiiure nachgewiesen werden. 
— Die Menge der in den einzelnen Fraktionen vorhandenen Korkséure wurde aus 
den Brechungsexponenten unter der Annahme berechnet, daB Fr. 5 u. 6 ein Gemisch 
ms : 20 ‘ > Pe . 20 ‘ 
von Glutarsiuredimethylester (ny 1,4231) und Korksiuredimethylester (nj) 1,4341), 
Fr. 7 ein Gemisch von Korksiéure-dimethylester und Azelainsiure-dimethylester 
» 2 . . . 
(ni 1,4367, Beilstein) ist. 
Die C,.-Polyensauren 

5g der bei einer anderen Aufarbeitung herausfraktionierten Ester der (,,- 

Polyensaéuren wurden unter Zugabe von etwa 50 g Paraffinél von geeignetem Siede- 


Tab. 10. Fraktionierte Destillation der C,.-Polyensiuremethylester. 
































freie Sauren hydrierte Sauren 
. aus Aceton umkr. | Schmp. Aquiv.- 
Menge , | Schmp. | Aquiv.- a °C 3=Gew. 
g 7. °C Gew. Schmp Aquiv.- 
‘ Gew. 

a 0,28 275 73 318 76 322 
2. | 0,51 | 288 7 327 73 341 
3. | 0,65 | 311 72 335 76 340 Colt, 
4. | 0,65 | 318 76 338 79 342 80 340,4 
5. | 0,61 | 325 79 341 80 341 
6. | 0,68 | 270 
7. | 0,37 | 248 74 352 79 365 








10 J,N. E. Day, G. A. R. Conn u. A. Stevenson, J. chem. Soc. [London] 
117, 639 [1920]. 
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punktsintervall mit Hilfe der 750 mm hohen Kolonne mit versilbertem Vakuum- 
mantel noch einmal fraktioniert destilliert. Die Sauren gewann man von jeder 
Fraktion durch Verseifung und Abtrennung des Unverseifbaren (Paraffindl) zuriick 
und charakterisierte sie in der iiblichen Weise (Tab. 10). 
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Abb, 10. UV-Absorptionskurven der C.-Polyensiuremethylester (I) vor und nach 
der Alkaliisomerisierung. 
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Abb. 11. Chromatographische Trennung des Gemischs der Abbausiuren aus den 

('59-Polyenséuren (I) (entspr. 20,6 mg Sauren) durch Saiule D. 1% (1—65): Vorlauf; 

3% (76—91): 0,623 cem n/100-KOH, gef. 0,05 Mol Pimelinsaiure; 10% (115—125): 

0,442 cem n/100-KOH, gef. 0,035 Mol Glutarséure; 20% (130—137): 0,97 cem 

n/100-KOH, gef. 0,08 Mol Bernsteinsaure; (138—166): 25,6 cem n/100-KOH, gef. 
2,05 Mol Malonsaure. 


Die folgenden Untersuchungen wurden mit Fr. 5 (I) und, da ihre Menge fiir die 
vollstandige Untersuchung nicht ausreichte, mit der etwas unreineren Fr. 4 aus- 
geftthrt. Die Abb. 10 zeigt die UV-Absorptionskurve vor und nach der Alkaliiso- 


_ Inerisierung. 


Ozonidspaltung der C,.-Polyensaiuren. Die Abbausauren von 0,206 g 
Polyensauren I (Mol.-Gew. 331) wurden in 10cem 1-proz. Butanol-Chloroform gelést 
und ] cem (entspr. 20,6 mg Saéuren) davon mit Siule D chromatographiert (Abb. 11). 
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Die Fraktionen der Pimelinsiure (67—91, Abb. 11), der Glutarsaure (115 bis 
125) und der Bernsteinsaiure (130—137) erwiesen sich papierchromatographisch® als 
einheitlich. In der Malonsaurefraktion (138—166) dagegen fanden sich bei der 


papierchromatographischen Priifung neben der Malonsiure noch Spuren Hem. f 


steinsaure. 

Eine quantitative Bestimmung der Pimelinsiure war beim vorliegenden An. 
satz nicht méglich, da der Hauptteil der Pimelinséure nach unseren Erfahrungen 
bei Verwendung der Saule D sich zusammen mit den Monocarbonsauren im Vor. 
lauf befindet und ein geeignetes Silicagelpraparat, das die scharfe Trennung der 
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Abb. 12. Chromatographische Trennung der Abbaudicarbonsaéuren aus der un. 
reinen Cy9- Pulyensiercicaktion (II) on 23,74 mg Saéuren) durch Saule D, 
1% (5—25): 2,79 cem n/100-KOH, gef. 0,195 Mol Pimelinsaure; (26—59): 6,675 
eem 7/100- KOH, gef. 0, 465 Mol Pime linsiiure ; 39% (67—71): 0,289 cem n/100-KOH, 
gef. 0,022 Mol Pimelinséure; 5% (81—92): 0, 762 eem 7/100-KOH, gef. 0,053 Moi 
Pimelinséure; 10% (100—112): 1,515 cem »/100-KOH, gef. 0,11 Mol Glutarsaure; 
20% (118—128): 1,61 cem 7/100-KOH, gef. 0,11 Mol Bernsteinsaure ; (129—150): 
24,95 eem n/100-KOH, gef. 1,74 Mol Malonsaure. 


hodheren Dicarbonséuren mit den Pufferlésungen der Saiule B oder C gestattet, nicht 
zur Verfiigung stand. Derselbe Versuch wurde deshalb noch einmal wiederholt, 
wobei jedoch als Ausgangsmaterial eine C,.-Polyensiure aus Fr. 4 u. 5 (I1)* ver. 
wendet wurde und wo aus dem Gemisch der Abbausiuren die Monocarbonsauren 
mit hemor me entfernt worden waren. Die so erhaltenen Abbaudicarbonsauren 
aus 0,2374 g Cy9-Polyensduren (II) wurden in 10 cem 1-proz. Butanol-Chloroform 
gelost und 1 ccm (entspr. 23,74 mg Saéuren) davon mit Siule D chromatographier 
(Abb. 12). 

Samtliche Pimelinsaurefraktionen (Abb. 12, 5—25, 26—59, 67—71 und 81 bi: 
92) wurden papierchromatographisch als reine Pimelinsaure identifiziert uni 
zwar sowohl nach der Methode von Lugg und Overell®, mit welcher man die Ab- 
wesenheit von niedrigeren Homologen, als auch nach der Methode von Klenk uni 
Faillard®, mit welcher man die Abwesenheit von héheren Homologen feststellte. 

Zur praparativen Isolierung der Pimelinsiure wurden schlieBlich die Abbav- 
dicarbonsauren von weiteren 0,24 g Cy.-Polyensauren (II) in Ather gelést und di 


* Die Hauptmenge besteht aus Fr. 4. 
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niedrigen Dicarbonsauren wiederholt mit Wasser ausgeschiittelt. Die aus der ather. 
Lésung gewonnene Siaure kristallisierte man aus Benzol um. WeiBe, feste Substanz; 
Schmp. 85° (unscharf). Bei der papierchromatographischen Priifung fand sich 
Pimelinsiure mit einer Beimengung von Spuren Malonsaure, Bernsteinsiure und 
Glutarsiure. Die weitere Reinigung durch Sublimieren im Vak. bei 150° und noch- 
malige Umkristallisation aus Benzol fiihrte zu einer Pimelinsiure vom Schmp. 97 
bis 98°. Keine Schmelzpunktsdepression mit reiner Pimelinsiure (Schmp. 105°). 
Papierchromatographisch ® erwies sich die Substanz als einheitlich und mit Pimelin- 
siure identisch. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsge- 
meinschaft und des Verbands der Chemischen Industrie, Fonds fiir 
Chemie, unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Durch oxydative Ozonidspaltung des Gemischs der C,,- und Cy»- 
Polyensauren der Leberphosphatide erhielt man als einzige Monocarbon- 
siuren Propionséure, Capronsaiure und Pelargonsaure. 

Ebenso wurden die beim Abbau auftretenden Dicarbonsiéuren be- 
stimmt, und zwar sowohl die vom Gemisch der C,,- und C,.-Saéuren wie 
auch die von den durch Hochvakuumdestillation der Methylester heraus- 
fraktionierten C,g-, Cy9- und C,-Saéuren. 

Das Abbauergebnis und die UV-Absorptionskurven nach der Alkali- 
isomerisierung der 3 Polyensiurefraktionen spricht dafiir, da unter 
anderen folgende einzelne Komponenten vorhanden sind: 

C,g: Linolsiure und Linolensaure. 

Cop: A811. und A%1!-14.Kikosatriensiure; 45-§-11-14. und 4811-14-17. 
Kikosatetraensiure ; A5-§-11-14-17.Kikosapentaensiure. Von den Trien- und 
Tetraenséuren kann eine oder die andere fehlen. Das Vorkommen von 
Diensdiuren ist nicht auszuschlieBen. 

Cy.: A710-18-16-29. Nokosapentaensiure, A4-7-10-13-16-19_ Dokosahexaen- 
siure. Auch das Vorkommen von weniger hoch ungesattigten C..-Sauren 
ist sehr wahrscheinlich. 

Die vorliegenden experimentellen Befunde stehen in Ubereinstim- 
mung mit der Annahme, daB allen Cy9- und C,,-Polyensaéuren der Leber- 
phosphatide, ebenso wie denen der Glycerinphosphatide des Gehirns, 
Divinylmethanstruktur zukommt und daB es sich ausschlieBlich oder 
jedenfalls vorwiegend um solche vom Linol- und Linolensiuretyp 
handelt. 


Summary 


The only monocarboxylic acids obtained by oxidative ozonolysis of 
the mixed Cy )- and Cy -polyene acids of the liver phosphatides were 
propionic, ecaproic and pelargonic acids. 

The dicarboxylic acids obtained by degradation were also determi- 
ned, these being the acids from the mixed Cyo- and Cyy- acids as well as 
those from the Cjg-, Cyo- and C,,- acids obtained by high vacuum frac- 
tionation of the methyl esters. 
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The results of degradation and the UV-absorption curves after 
alkaline isomerization of the three polyene acid fractions seem to indicate 
that the following individual constituents are present amongst others: 

C,g, linoleic and linolenic acids. 

Coo, 45-8-11- and A®11-14-eicosatrienoic acids; A5-8-11-14. and 4814-14-17. 
eicosatetraenoic acids; A*8-11-14-17_ejcosapentaenoic acid. One or other 
of the triene or tetraene acids may be absent. The occurrence of diene 
acids cannot be excluded. 

Coo, A7-10-18-16-19. docosapentaenoic acid ; A4-7-10-13-16-19_ docosahexaenoic 
acid. The occurence of less highly unsaturated C,,- acids is also very 
probable. 

The present experimental results are in agreement with the assump. 
tion that all Cy9- and Cy - polyene acids of the liver phosphatides, simi- 
larly to those of the glycerophosphatides of the brain, possess the divinyl. 
methane structure and that they are exclusively or in any case predo. 
minantly of the linoleic and linolenic acid type. 
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Eine Methode zur Bestimmung 
yon freiem Plasmal neben Plasmalogen, zugleich reaktions- 
kinetische Messungen der sauren Plasmalogenspaltung 
Von 
0. W. Thiele 


Aus der Medizinischen und Nervenklinik der Justus-Liebig-Hochschule GieBen 
(Direktor: Prof. Dr. Dr. H. Bohn) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Januar 1955) 


Wenn auch nach den bisher vorliegenden Untersuchungen nicht mit 


malogen bestimmen zu kénnen, wenn man die katalytische oder enzy- 
matische Abspaltung von Plasmal aus Plasmalogen untersuchen will. 
Die empfindlichste Bestimmung des Plasmals beruht auf der 


von Feulgen, Boguth und Andresen! zu einer zuverlissigen Be- 
stimmungsmethode im Blutserum und in Organen? ausgearbeitet. Die 
FSS reagiert nur mit freiem Plasmal; zur Bestimmung des Plasmalogens 
mu vorher durch saure Spaltung alles Plasmal in Freiheit gesetzt 


men, so muB die saure Plasmalabspaltung unterbleiben, und die Lésung 
wird direkt mit FSS versetzt. Infolge der sauren Reaktion der FSS tritt 
durch diese selbst jedoch eine Abspaltung von Plasmal ein. Die im fol- 
genden beschriebenen Versuche hatten den Zweck, den Plasmalogen- 
zerfall durch FSS quantitativ zu erfassen, um ihn bei der Bestimmung 
von freiem Plasmal in Rechnung setzen zu k6nnen. 

Die von Feulgen und Mitarbb.! beschriebene Bestimmung im 


werden die Lipoide mit Isopropanol extrahiert, dann das Loésungsmittel 
bei 55° abgedampft und der Riickstand in Eisessig aufgenommen. Durch 
den Eisessig erfolgt schon eine weitgehende Spaltung, wie experimentell 
festgestellt wurde; andererseits kann die Losung in Eisessig nicht ver- 
mieden werden, da sonst die Bestimmung nicht quantitativ erfolgt. 
AuBerdem nimmt wegen der Fliichtigkeit des freien Plasmals beim Ab- 
dampfen des Isopropanols die Menge des Plasmals ab; bei einer Ab- 
dampfzeit von 30 Min. bei 55° wurde ein Verlust von 7—8°/, Plasmal 
bestimmt. Um das Abdampfen und die Zugabe von Eisessig zu umgehen, 


' R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]. 
* H. Christl, diese Z. 298, 83 [1953]. 


Q* 








dem Vorkommen von freiem Plasmal im tierischen Gewebe gerechnet 
zu werden braucht, so ist es doch notwendig, freies Plasmal neben Plas- 


Schiffschen Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure (FSS); sie wurde 


werden. Will man von vornherein vorhandenes freies Plasmal bestim- 


Serum konnte in dieser Form nicht verwendet werden; denn dabei 
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miissen Phosphatidemulsionen hergestellt werden. Als Substrat wurde 
ein Phosphatidgemisch verwendet, das aus Rinderherz isoliert wurde’, 
nach Folch?* getrennt und durch chromatographische Adsorption der 
an Lecithin angereicherten Fraktion nach Hanahan, Turner und 
Jayko® gereinigt wurde. Dieses Substrat war ein reines Cholin-Phos. 
phatid; es enthielt 3,649 P (nach Teorell®), 1,81% Gesamt-N (nach f 
Kjeldahl), 1,80% Cholin-N (nach Beattie’) und 2,64% Plasmal 

(nach 1 und 2). Das Phosphatid wurde durch Verriihren mit Wasser in § 
etwa 0,2-proz. kolloidale Lésung gebracht. Die kolloidale Lésung (im 

folgenden der Einfachheit halber als ,,Emulsion“ bezeichnet) zeigte das 

Tyndall-Phénomen und erwies sich als stabil; sie wurde dennoch tiiglich 
frisch angesetzt. Zur Bestimmung wurde 0,13 cem Emulsion (abge. 
messen mit dem Mikropipettiergerat von Boguth ®) in 0,4 cem 5,82-proz. 
NaCl-Lésung (zur Bestimmung von freiem Plasmal) bzw. in ein Gemisch 
von 0,2 cem Eisessig und 0,2 cem 2-n. HCl (zur Bestimmung des Gesamt- 
plasmals) pipettiert. Ubrigens ist die Bestimmung in der Emulsion ge. 
nauer als im Blutserum, wie Hunderte von Untersuchungen ee 
offenbar tritt bei der Extraktion bzw. beim Filtrieren der gréBte Be. 

stimmungsfehler ein. 


Versuche, freies Plasmal auf anderem Wege zu bestimmen, scheiterten. So 
wurde versucht, das freie Plasmal durch Oxydation mit ammoniakalischer Silber. 
salzlésung oder einem anderen Oxydationsmittel zu beseitigen; dann besteht aber 
die Schwierigkeit, den Uberschu8 des Oxydationsmittels wieder zu entfernen. 
Versuche, freies Plasmal manganometrisch oder jodometrisch zu bestimmen, sind 
zwecklos, da, wie eine einfache Rechnung zeigt, die Empfindlichkeit der Schiff. 
schen Reaktion, mit der das Gesamtplasmal erfaBt werden soll, gréBenordnungs. 
maBig 107mal hoher ist als die der subtilst ausgefiihrten Oxydationstitrimetrie. 
Es ist aber sinnlos, zwei Methoden mit so grofBen Empfindlichkeitsunterschieden 
miteinander zu kombinieren. Auch die Reaktion von Angeli-Rimini ist viel 
weniger empfindlich als die Schiffsche Reaktion. 


Reaktionskinetische Messungen bei Spaltung durch FSS 


Es war zu erwarten, daB die saure Spaltung von Plasmalogen nach 
der I. Reaktionsordnung verlauft. Denn nach den Untersuchungen von 
Klenk und Debuch® ist der Aldehyd in Halbacetalbindung mit dem 
Glycerin verknipft; eine katalytische Abspaltung von Plasmal ist dem- 
nach mit dem Zerfall einer radioaktiven Substanz vergleichbar, fiir den 
die I. Reaktionsordnung gilt. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist demnach 





3 Siehe E. Klenk u. G. Gehrmann, diese Z. 292, 110 [1953]. 

4 J. Folch, J. biol. Chemistry 146, 35 [1942]. 

5 D. J. Hanahan, M. B. Turner u. M. E. Jayko, J. biol. Chemistry 192, 
623 [1953]. 

6 T. Teorell, Biochem. Z. 230, 1 [1931]. 

7 F. J. R. Beattie, Biochem. J. 30, 1554 [1936]. 

8 W. Boguth, diese Z. 285, 93 [1950]. 

® E. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 296, 179 [1954]. 
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wobei c die jeweilige Plasmalogenkonzentration, t die Zeit und k die 
Geschwindigkeitskonstante bedeuten. Wird diese Differentialgleichung 
zwischen den Grenzen cy (Anfangskonzentration von Plasmalogen) und 
c (Plasmalogenkonzentration zur Zeit t) integriert, so ergibt sich 


ce 


[Se = .: Co 


cergibt sich aus cy—x, wenn x die jeweilige Konzentration des gebildeten 
freien Plasmals bedeutet. Dann ist, wenn gleichzeitig der dekadische 
Logarithmus eingefiihrt wird, die Gleichung umzuformen in 


i a beg “o - 

An Hand dieser Formel wurde k bestimmt. Emulsion wurde mit 
FSS bei 20° im Dewar-GefaB stehen gelassen. Nach verschiedenen Zeiten 
wurden die einzeln angesetzten Proben mit Verdiinnungsfliissigkeit ver- 
setzt und in der iiblichen Weise weiterverarbeitet. Dabei wurden Reak- 
tionszeiten von bis zu 3 Stdn. verwendet; das ist erlaubt, weil nach den 
Untersuchungen von Feulgen und Mitarbb.! der gebildete Farbstoff 
sicher so lange unverandert haltbar ist. cy) wurde nach saurer Spaltung 
bei 55° in der iiblichen Weise bestimmt. Jede Bestimmung wurde doppelt 
ausgefiihrt. Das Ergebnis zeigt Tab. 1. 


Tab. 1. Spaltung von Plasmalogen durch fuchsinschweflige Saure bei 20°. 
































Zeit [min] ” “ — 
7 lo £ . 2 
t tkorr [k-W ert] ’ Co—# alia Co 
15 22 0,017 0,0382 4,00 0,916 
20 27 0,021 0,0480 4,09 0,895 
30 37 0,028 0,0656 4,09 0,866 
45 52 0,038 0,0916 4,06 0,803 
47 54 0,039 0,0962 4,10 0,801 
60 67 0,048 0,1191 4,10 0,760 
70 77 0,053 0,1335 3,99 0,735 
80 87 0,059 0,1516 4,01 0,706 
100 107 0,069 0,1838 3,96 0,655 
180 187 0,105 0,3232 3,98 0,475 
D0 0,200 |. 
=O 
Bei Auftragung von log. 7, gegen t (Abb. 1, ausgezogene Linie) 


zeigte sich, daB die tetas Geet nicht durch den Nullpunkt geht. 


Nach Batashenw der Proben aus dem Dewar-Gefai8 nimmt die Weiter- 


verarbeitung noch eine gewisse Zeit in Anspruch, wihrend der die Spal- 
tung weitergeht, wie experimentell gepriift wurde, und zwar nach Zu- 
figen der Verdiinnungsflissigkeit (2 Min.) mit etwa gleicher Reaktions- 
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geschwindigkeit, bis nach dem Schiitteln mit Amylalkohol (10 Min.) mit 
geringerer Reaktionsgeschwindigkeit. Man mu zu ¢ noch 7 Min. addie. 
ren, da der t-Achsenabschnitt —7 betraigt; man erhielt so mit diesem 
korrigierten Wert (fxorr) eine Gerade, die durch den Nullpunkt geht 
(Abb. 1, gestrichelte Linie). Aus der Neigung der Geraden gegen die 
Co 


log - >» Achse ergab sich k = 3,98-10-* min-!. Aus dem Mittel der 
o ~~ 


rechnerisch mit torr ermittelten Einzelwerte (Tab. 1) ergab sich k = 
4,04 - 10-3 “min. Man wird also k mit rund 4,0- 10-3 min~ ansetzen F 
diirfen. , 
DaB es sich tatsichlich um eine Reaktion I. Ordnung handelt, be. 
weist 1. der Kurvenverlauf, 2. die Wiederholung der Untersuchungen 
mit anderer Plasmalogenkonzentration (cy = 0,108), die dieselbe Kurvef 
ergab* und 3. die Konstanz der Halbwertszeit 
Tl), me 173 min. 


k 





Abb. 2. Plasmalogenzerfall 
durch FSS bei 20° in Abhan- 
gigkeit von der Zeit. Kon- 
stanz der,,’/,-Wertszeit“‘ 77/,. 
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* Aus raumlichen Griinden wurde auf die Mitteilung dieser Werte verzichtet. 
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Wird der ,,relative‘‘ Plasmalogenzerfall “= gegen fxorr aufge- 


0 
tragen (Abb. 2), so 1aBt sich die Unabhangigkeit von t1/, von der je- 
weiligen Konzentration aus zeichnerischen Griinden nicht gut zeigen, 
wohl aber die der ,,’/,-Wertszeit*‘ 


a 


ty), : = 33,4 min. 


Reaktionskinetische Messungen bei Spaltungen durch HCl 


Salzséure, die pro ccm 0,270 ccm n/10-NaOH zur Neutralisation 
verbrauchte, wurde zu gleichen Vol.-TIn. mit Emulsion gemischt und bei 
37° (Thermostat) stehen gelassen. Nach bestimmten Zeiten wurden Pro- 
ben entnommen und in Eiswasser mit der berechneten Menge n/10-NaOH 
neutralisiert. Dann wurde das Gesamtplasmal und das freie Plasmal wie 
oben bestimmt. Man erhielt die Werte der Tab. 2. Die Reaktion mit FSS 
bei 20° wurde jedesmal auf 30 Min. bemessen. 

Es ist zu bedenken, daB x sich aus dem durch Salzsiéure (den Kata- 


_- lysator) gespaltenen Anteil (zx) und dem durch FSS abgespaltenen 


Anteil (vp) zusammensetzt. Nun kann man nicht einfach xp (aus Tab. 1) 

von x subtrahieren, um das gesuchte 2x zu erhalten. Vielmehr mu8 man 

folgende Uberlegung anstellen. Da die Spaltung durch Salzsiure eine 
Reaktion I. Ordnung ist, gilt 

ee _ © 

t= k In ion: (1) 

Die FSS wirkt nun auf eine Plasmalogenmenge von cy—ax, und am 

Schlu8 der FSS-EKinwirkung (nach ty min) ist xp zusiatzlich in Freiheit 

gesetzt worden, so daB die Plasmalogenmenge dann cy — (xq + 2p) 

= ¢y—« betragt. Man muB also die Differentialgleichung, die sich auf den 


Plasmalogenzerfall durch FSS bezieht, zwischen den Grenzen cy—x 


und ¢co—w« integrieren: 
Co—t 


| oF te 


Cyo—@K 
c kp Co—% 


ky, (2) 


Co— 2K 


Darin sind cy und x meBbar, ky ist aus Tab. 1 bekannt, und tp wird 


| vorgegeben (37 min = fxorr). Das gesuchte zx liBt sich dann errechnen; 
Fes ist 


tr kp = In °° "* 

Co—vr 
und TK = Cy — (¢o—2) -e'F ° kp. (3) 
Z. B. ist nach 60 Min. (Tab. 2) xx = 0,237—(0,237—0,089) - e148 = 0,065 
(Extinktionskoeffizient bei 1 cm Schichtdicke). Gleichung (3) wird 
jedoch zur Errechnung der Geschwindigkeitskonstanten nicht bendtigt. 











Um diese zu erhalten, werden Gleichung (1) und (2) zusammengefaiit. 
Nach Umformung folgt aus Gleichung (1) 
In (Cg—2K) = Incy—tk 
und aus GI. (2) 
In (Co—2kK) = In (cy—2) + trkr. 
Daher ist 
In co—tk = In (cg—2) + trkr, 
th + trkr = In 
= 
2,303 ce tekp 


log 
B Co & t 


k (4) 


Aus Gleichung (4) laBt sich & errechnen. Das ist in Tab. 2 geschehen. 
In der Form 








2,303 co otwke j 
C— - i. k (5) 
{ 150 
"al tA | 
120- | | 
| Abb. 3. Plasmalogenspaltung durch 





verdiinnte (I) und weniger verdiinnte 
| Salzsiure (II) bei 37°. Graphische Er- 
mittlung der Reaktionsgeschwindig- 


30; oa keitskonstanten s. Text. 
: 01 02 03 a4 
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rd 
lo nn — 
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die der_Funktion einer Geraden Y = AX — B entspricht, laBt sich & 


. . c - 
graphisch ermitteln, wenn man ¢ gegen log ° - auftragt (Abb. 3), aus 
Co d 
. ° Cc F ° 
der Neigung gegen die log —° -Achse oder/und aus dem Ordinaten- 
Co- x 
trkp 


abschnitt ets 


Soll der ,,relative‘‘ Plasmalogenzerfall = =e in Abhangigkeit von | 


der Zeit graphisch dargestellt werden, so ergibt sich aus Gl. (3) 
Co—2K _ Co—X tekp 
0 Co 
Die Konstante e'f“¥ hat im gegebenen Fall den Zahlenwert e”'* 
= 1,160. 


Zur Priifung der hergeleiteten Gleichungen werden 2 Sonderfalle betrachtet: 
1. Es sei kein freies Plasmal zugegen; ak = 0. Gleichung (3) wird gleich Null gesetzt: 
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Co — (Co—2) + e'F'F — 0 : 


c 
ives 
c 


= trkr. 
oe 


Dies ist die Funktion fiir den Plasmalogenzerfall durch FSS allein. — 2. Es sei 


nur freies Plasmal vorhanden, kein Plasmalogen; 7K = cy und a¥F = 0. In Gleichung 


(2) wird = XK = Cg gesetzt: 
iets a 
. eo 
dh. ty kann jeden beliebigen Wert annehmen. Dieses Ergebnis ist sinnvoll, weil ja 


schon die Menge des freien Plasmals maximal ist und durch beliebig lange FSS- 
(iegenwart keine weitere Vermehrung des freien Plasmals erfolgen kann. 


Der Mittelwert fiir & nach Tab. 2 betrigt 5,61 - 10-* min-!. Aus der 


_ Neigung der Geraden (Abb. 3) ergibt sich k = 5,34 - 10-% min-!, und aus 


: trkr 
dem Ordinatenabstand * ky — 9 Als 


. 


Mittelwert wurde k — 5,4 - 10-3 min-! errechnet. 


Tab. 2. 


30 min bei 20° (igkr = 0,148). 


8 min folgt k = 5,28 + 10-3 min“. 


Emulsion + HC! zu gleichen Volum-Teilen bei 37°. Reaktionszeit mit FSS 



































1 em* HC] = 0,270 em n/10- 1 cm? HC] = 0,583 cm® n/10- 
t NaOH NaOH 
[min] ~ as Co k+ 108* x ‘ Ce k- 108* 
[k-Wert] - ¢y—x | [min-!] [k-Wert] Bo [min~] 
10 0,045 0,0913 6,23 0,056 0,1149 11,26 
15 0,050 0,1028 5,91 0,068 0,1440 9,31 
30 0,064 0,1367 5,55 0,094 0,2146 11,53 
45 0,079 0.1761 5,72 0,117 0,2886 11,48 
60 0,089 0.2054 5,40 0,132 0,3446 10,76 
75 0,152 0,4327 11,32 
90 0,112 0.2779 5,46 
120 0,130 0,3454 5,39 
150 0,144 0,4062 5,25 
x 0,237 0,241 
Co Co 
*nech G. (4) crr chnet, 


Die gleichen Untersuchungen wurden mit einer starker konzen- 








_ trierten Salzsaéure (1 cem HCl == 0,583 ecm n/10-NaOH) wiederholt. Man 
_ erhielt (Tab. 2) fiir k rechnerisch den Mittelwert 10,94 - 10-? min-! und 
' graphisch aus der Neigung der Geraden (Abb. 3) 11,13 - 10-3 min! und 
~ aus dem Ordinatenabschnitt 10,58: 10-3 min-!; im Mittel ist also 
> k= 109+ 10-3 min-, 


Nun ist die Geschwindigkeitskonstante einer durch Saure kataly- 


' sierten Reaktion proportional der H®-Konzentration: 


k= k’ [H®]. 

















Die Konstante k’ muB also fiir beide kinetische Messungen den gleichen 
Wert ergeben. DaB dies tatsachlich der Fall ist, zeigt Tab. 3. 


Tab. 3. 








5,0 - 10% 
0,386 


10,9- 10-3 | (min-!) 


[H®] | 0,0140 | 0,0292 | (g-Ionen/l) 
| 
x 0,373 (L+ g-Ton-1 + min~!) 





Die von Bersin und Mitarbb.!° und Leupold und Biittner beschriebenen 3 


reaktionskinetischen Untersuchungen lassen sich mit den hier beschriebenen nicht 
vergleichen, da diese synthetisch hergestelltes Acetalphosphatid und jene Dimethyl. 
acetal untersuchten; in beiden Fallen enthielt also das Substrat die schwerer spalt. 
bare Vollacetalbindung. Bersin und Mitarbb. untersuchten die Spaltung durch 


FSS; Leupold und Bittner benutzten zur Bestimmung die Absorption bei UV. 
Licht von 4 = 2930 A, eine Methode, die hier nicht angewendet werden konnte, da 


sie auch auf komplizierte Lipoidgemische ausgedehnt werden soll. 


Reaktionskinetische Messungen 
bei Spaltung durch Magensaft 


Geschwindigkeitskonstanten bei der Spaltung durch Magensaft und mit 


untersucht; die Ergebnisse waren analog. 


Die Plasmalogenspaltung durch Magensaft wurde bereits von | 
Voit}? an Hand von qualitativen Untersuchungen beschrieben. Mit|_ 


Hilfe der Konstanten k’ ist nun eine genaue Berechnung der Spaltung 


durch Magensaft méglich; so ist z. B. bei einer tiblichen Magensaft-|— 
aziditaét von 45 (d. h. 1 cem Magensaft —- 0,45 cem n/10-NaOH), wenn) 


Magensaft und Emulsion zu gleichen Teilen vorhanden sind, k = 86 
In 2 


-10-* min-! und die Halbwertszeit 1), = - 10° ~ 80 min; d. h. bei Fé 


sul 
einer Verweildauer im Magen von 80 Min. wird die Hiilfte des Plasmals|_ : 


8,6 


pold, diese Z. 269, 241 [1941]. 
11 F, Leupold u. H. Biittner, diese Z. 292, 7 [1953]. 
12 K. Voit, Z. Biol. 83, 223 [1925]. 
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Emulsion wurde mit Magensaft, der selbst kein Plasmal enthielt,|~ Pn 
zu gleichen Volumteilen gemischt und bei 37° inkubiert. 1 cem Magen.|— 
saft verbrauchte 0,272 ccm n/10-NaOH. Die genau so wie bei der Spal-| go 
tung durch Salzsiure ausgefiihrten Versuche ergaben Werte, die mit den| 
entsprechenden der Tab. 2 gut iibereinstimmten, und die danach ge.|~ 
zeichnete Kurve war mit der entsprechenden der Abb. 3 identisch. Die|_ 
vorher beschriebenen Versuche mit Salzsiure wurden zum Vergleich mit} 
den Versuchen mit Magensaft durchgefiihrt. Das Ubereinstimmen der| 


das 


Far 
den 
Fre 


den 


sier 


Salzsiure der gleichen Aziditat schlieBt die Wirkung eines spezifischen| wd 


plasmalogenspaltenden Enzyms, zumindest bei saurer Reaktion, im) 
Magensaft aus. Auch Magensaftproben von anderer Aziditaét wurden) 


erge 
spal 
Exi: 
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with 


SS @ is p 
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-abgespalten. Aus den Untersuchungen geht auch hervor, daB anacider 
- Magensaft kein Plasmal abspaltet, wie Voit}? bereits fand. 


Anhang: Die Untersuchungen scheiterten zunaichst an der Tatsache, daB 


_ Pferdehirn- oder Rinderherzphosphatid bei 37° eine ,,spontane‘‘ Plasmalabspaltung 
| aufwies, die recht betrachtlich war. Die Spaltung blieb aus, wenn gewisse Salze 
_ (BaCl, oder CuSO, in groBer Verdiinnung) zugesetzt, die Emulsion gegen Wasser 
 dialysiert oder die alkoholische Phosphatidlésung durch eine Saule von Aluminium- 


ae 


Pe 


oxyd geschickt worden war. Wahrscheinlich liegt ein plasmalabspaltendes Enzym 
vor, das durch die erwahnten Salze vergiftet, durch Dialyse eines Aktivators oder 
Coenzyms beraubt und durch Aluminiumoxyd adsorbiert wurde. Die Untersu- 
chungen wurden aus diesem Grunde am chromatographisch gereinigten Phosphatid, 
wobei gleichzeitig das reine Cholin-Phosphatid erhalten wurde, ausgefiihrt. Die 
weitere Erforschung der enzymatischen Plasmalogenspaltung ist im Gange. 


Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. R. Feulgen danke ich bestens fiir die Uberlassung 
eines Arbeitsplatzes in seinem Institut. 


Die Untersuchungen wurden durch Mittel der Deutschen Forschungsge- 
meinschaft unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Bringt man eine plasmalogenhaltige Emulsion mit fuchsinschwef- 


liger Sdure zusammen, so erfolgt eine langsame Abspaltung von Plasmal, 
_ das mit der fuchsinschwefligen Saéure unter Bildung eines rotvioletten 


Farbstoffs reagiert. Ist neben Plasmalogen noch freies Plasmal zugegen, 
so addiert sich zu der Farbstoffbildung mit dem von vornherein vorhan- 
denen freien Plasmal die mit dem durch fuchsinschweflige Saure in 
Freiheit gesetzten Plasmal. Zur Bestimmung des urspriinglich vorhan- 
denen Plasmals wird eine Methode und Berechnung angegeben. 
Reaktionskinetische Messungen bei der durch Salzsiure kataly- 
sierten Plasmalogenspaltung zeigen, daB die Reaktionsgeschwindigkeit 


chen der H®-Konzentration proportional ist. Untersuchungen mit Magensaft 


, im} 
irden | 


ergaben, daB 1. Magensaft kein Plasmal enthalt, 2. die Plasmalogen- 
spaltung durch Magensaft eine Funktion seiner Aciditat ist und 3. die 
Existenz eines spezifischen plasmalogenspaltenden Enzyms im Magen- 
saft unwahrscheinlich ist. 


Die als Substrat dienenden Phosphatidgemische enthielten offenbar 


' plasmalogenspaltende Fermente; diese muBten zunaichst durch Adsorp- 


tion beseitigt werden. 


Summary 


If an emulsion containing plasmalogen is treated with fuchsin- 
sulphurous acid a gradual splitting off of plasmal takes place; this reacts 
with fuchsin-sulphurous acid to form a red-violet dyestuff. If free plasmal 


, _ is present together with plasmalogen, the dyestuff formation with the 
sC0- 


plasmal set free by the fuchsin-sulphurous acid is supplemented by that 


_ from the free plasmal initially present. A method and calculation is given 
for the determination of the plasmal initially present. 








140 Methode zur Bestimmung von freiem Plasmal Bd. 300 (1955 


Measurements of reaction kinetics for the hydrochloric acid-cata. 
lysed plasmalogen cleavage show that the reaction velocity is propor. 
tional to the hydrogen ion concentration. Experiments with digestive 
juices showed that digestive juices contain no plasmal, that the cleavage 
of plasmalogen by digestive juices depends on the acidity of the latter 
and that the presence of a specific plasmalogen-splitting enzyme in 
digestive juices is improbable. 

The phosphatide mixture employed as substrate obviously contained 
plasmalogen-splitting ferments which had first of all to be removed by 
adsorption. 
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Vergleich verschiedener Modifikationen 
der m-Dinitrobenzol-Reaktion auf 17-Ketosteroide * 


Von 
Wilhelm Zimmermann 


Aus der Endokrinologischen Forschungsstelle am Staatlichen Medizinaluntersuchungsamt Trier 
(Direktor des Amtes und Leiter der Forschungsstelle: Dozent Dr. Dr. W. Zimmermann) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Februar 1955) 


Die m-Dinitrobenzolreaktion auf 17-Ketosteroide! hat zahlreiche 
Abwandlungen erfahren, da die Konzentration der Dinitrobenzollésung 
und der Kalilauge, das Mischungsverhialtnis der Reaktionsteilnehmer und 
der Lésungs- bzw. Verdiinnungsmittel, die Reaktionstemperatur und 
davon abhingig die Reaktionszeit innerhalb gewisser Grenzen fast unend- 
lich variiert werden kénnen. 

Eine der interessantesten Abanderungen, néimlich der Reaktionsansatz in 
absolut-alkoholischer statt in waBrig-alkoholischer Lésung, und die nachtragliche 
Verdiinnung der entwickelten Farbe mit Alkohol wurde 1937 von Wu und Chou? 


: eingefiihrt und 1938 von Callow? tibernommen. Eine wesentliche Verbesserung ist 
auch die Extraktion des entwickelten Farbstoffes mit einem mit Wasser nicht 


mischbaren Lésungsmittel, wodurch die reinen, atherlislichen 17-Ketosteroid-Farb- 
komplexe von den nur wasserléslichen, sonst stérenden Chromogenen abgetrennt 
werden kénnen. Dieses Prinzip wurde von Zimmermann? 1944 angegeben und 
19525 weiter als Methode ausgearbeitet, unabhaingig davon auch von Cahen und 
Salter® entwickelt und spater noch von anderen’ modifiziert. 

Die am meisten verbreiteten Modifikationen sind diejenigen von 
Callow, Callow und Emmens? und die von Holtorff und Koch§®. 
Sie werden im folgenden mit dem eigenen Verfahren verglichen, indem 
Harnextrakte (1:5 konz.) bzw. Lésungen- von krist. Androsteron in 
aliquote Teile geteilt und den verschiedenen Bedingungen der Farb- 
reaktion unterworfen wurden. 





* Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungs- 
gemeinschaft ausgefiihrt. 
1 W. Zimmermann, diese Z. 238, 257 [1935], 245, 47 [1936]; Z. Vitamin., 
Hormon- und Fermentforsch. 4, 456 [1951]. 
2 H. Wu u. C. Y. Chou, Chin. J. Physiol. 11, 413 [1937]. 
08 3 N. H. Callow, R. K. Callow u. C.W. Emmens, Biochem. J. 32, 1312 
8]. 
4 W. Zimmermann, Vitamine u. Hormone 4, 1, 124 [1944]. 
5 W. Zimmermann, H. U. Anton u. D. Pontius, diese Z. 289, 91 [1952]. 
®° R. L. Cahen u. W. T. Salter, J. biol. Chemistry 152, 489 [1944]. 
7 K. Walter, Klin. Wschr. 1952, 474, A. Ruppert, Ztschr. ges. exp. Med. 
119, 229 [1952]; W. Spiegelhoff, D. Weber, K. H. Wiedehage u. O. Ortiz, 
Acta endocrinologica 18, 47 [1955]. 
8 A. F. Holtorff u. F.C. Koch, J. biol. Chemistry 185, 377 [1940]. 
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Obwohl die Vorschriften von Callow und Mitarbb. und von Holtorff und 
Koch bei der Aufarbeitung der Harnproben eine stirkere Konzentrierung der 
Harnextrakte vorsehen, wurde in allen Parallelproben mit gleich konzentrierten 
Extrakten gearbeitet, um Pipettierfehler beim Verdiinnen zu vermeiden. Da dann 
aber die gemessenen Extinktionswerte bei den Modifikationen nach Callow und 
nach Holtorff-Koch zwischen 0,020 und 0,200 (relativer Fehler bei der Extink. 
tionsmessung mit elektrischem Photometer Elko II um 1%), bei den eigenen Vor. 
— dagegen zwischen 0,100 und 1,200 lagen (relativer MeBfehler etwa 0,3 bis 

5%), wurde wegen der unterschiedlichen MeBgenauigkeit auf die Berechnung 
rd prozentualen Streuung bei den Modifikationen von Callow und von Holtorff. 
Koch verzichtet. 

Arbeitsvorschrift von Zimmermann von 1944: Absolut-aithyvlalkoboli- 
scher Harnextrakt wird mit athylalkohol. 2-proz. m-Dinitrobenzollésung und 3-n, 
waBr. Kalilauge zu gleichen Teilen gemischt (fiir Kiivetten eines Pulfrich. 
Photometers z. B. 2 + 2 + 2 cem). Gleichzeitig wird eine Reagenzienleerprobe, die 
statt des Harnextraktes Alkohol enthalt, angesetzt. Probe und Leerprobe werden 
gleichzeitig in einem Wasserbad konstanter Temperatur von 25° lichtgeschiitzt P 
60 Min. lang gehalten. Nach genau 60 Min. wird die Extinktion der entstandenen 
violettroten, bei Harnextrakten durch Uberlagerung indes gelben bis braunlich- 
violetten Farbe in zwei Spektralbereichen, z. B. mit dem. BlaufilterS 43 und dem 
Griinfilter S 53 gemessen. Durch ein Vier-Kiivetten-System kann dabei die Eigen. 
farbe des Harnextraktes und der Reagenzien optisch von der eigentlichen Reak. 
tionsfarbe subtrahiert werden. Die Berechnung (vgl. Tab. 1) erfolgt mittels einer 
Korrekturformel, bei der nicht wie 1944 die Absorptionskonstanten von Kreatinin 
als Modell einer Stérsubstanz eingesetzt waren, sondern die Konstanten von Testo. 
steron als Muster eines 3-Ketosteroids (vgl. 1. c.°). 

Arbeitsvorschrift mit Ausitherung der Farbstoffe von Zimmer. 
mann, Anton und Pontius 1952: Der Farbansatz erfolgt in gleicher Weise wie 
vorher, die Farbentwicklung wird jedoch auf 90 Min. ausgedehnt. Dann wird der 
entstandene Farbstoff mit Ather (in einer Menge, die dem Doppelten der Alkohol- 
menge entspricht, bei Ansatz von dreimal je 2 ccm also 8 cem Ather) ausgeschiittelt, 
durch ein kleines, weiches Faltenfilter unter Dekantation von der unteren gelben, 
waBrigen Schicht, die die Verunreinigungen enthalt, filtriert. Die Extinktion der 
violettroten Atherschicht wird dann méglichst schnell, da die Farbe verblaBt, mit 
einem griinen Filter, z. B. S 49 gemessen. Die Berechnung erfolgt durch Division 
der gemessenen Extinktion (Schicht 10 mm) durch den spezifischen Extinktions. 
koeffizienten einer 1 mg-proz. Androsteronlésung, ohne sonstige Korrekturen. 


Arbeitsvorschrift von Callow 1938 (zugleich Standard-Methode des eng. 
lischen MRC-Committees on clinical Endocrinology 1951): Je 0,2 cem des absolut- 
alkoholischen Harnextraktes, der 2-proz. m- Dinitrobe nzollésung in absol. Athanol 
und der 2,5-n., absolut-alkohol., stabilisierten Kalilauge werden gemischt, 
60 Min. bei 25 + 0,1° entwickelt, dann mit 10 ccm absol. Athanol verdiinnt. 


Die Messung erfolgt in zwei Spektralbereichen mit den Filterschwerpunkten bei 420 f 


und bei 530 my photoelektrisch. Leerproben wie oben. Bei der Berechnung wird 
die gefundene Extinktion mittels der Formel von Gibson und Evelyn? korrigiert. 
Arbeitsvorschrift von Holtorff und Koch 1940: Je 0,2 cem des athyl- 
alkohol. Harnextraktes, der 2-proz. athylalkoholischen m-Dinitrobenzollésung und 
einer 5-n., wABr. Kalilauge werden gemischt und gleichzeitig mit den Leerproben 
45 Min. im Wasserbad bei 25° entwickelt. SchlieBlich wird mit 10 cem 95-proz. 
Athanol verdiinnt und wie vorher in zwei Spektralbereichen mit S 42 und S 53 ge- 
messen. Bei der Berechnung wurde trotz mancher Einwinde die gleiche Korrektur- 
formel von Gibson und Evelyn benutzt. 


Diese vier verschiedenen Vorschriften fiir die Durchfithrung der P me 4 
" hac 


f 1:10 
(10 e 


m-Dinitrobenzolreaktion und die Berechnung der 17-Ketosteroide wur- 


® J.G. Gibson u. K. A. Evelyn, J. clin. Invest. 17, 153 [1938]. 
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f und Tab. 1. Zusammenstellung der Berechnungsgrundlagen: Eichwerte und Formeln. 
x d 
a Zimmermann |Zimmermann Callow Holtorff 
daa 1935, 1944 | 1935, 1952 pee u. Koch 
> und verbessert verbessert 1940 
tink. 
Vor. & ttinktion d.l-mg% 
.3 bis Fe indrosteronlésung | 530:0,0378 | 490:0,0530 | —530:0,0088 530:0,0059 
inung § j Filterschwerpunkt 430 :0,0342 420:0,0345 420 :0,0032 420 :0,0045 
orff- ‘Absolute Androste- 
sronmenge im Ansatz 2 20 2 2 
r . iciner 1 mg-proz. Lé- wld Y v Y 
frich. B""8 ; 
e. die Pbxtinktion von 1 y " 
oral ' Androsteron im Ma- 0,00189 0,00265 0,00440 0,00295 
hiitzt "ximum absolut 
Jenen } Verhiltnis 420:530 
nlich- a) bei Androsteron {0,90 0,65 0,36 0,76 
dem P>) bei Stérsubstanz |1,86(Testosteron) — 2,0 1,8 
— Korrekturformel von | Zimmermann keine Gibson-Evelyn | Gibson-Evelyn 
cine 1 k Horrigierte Extink- a = 2,0° Hg — Ev | 18° Bg — Ev 
atinin tion (Griinfilter) 2,0 — 0,36 1,8 — 0,76 
"esto- i. 1 2,0 =" ] 8 — s. 
: berechnung 0,083 = 18,9/9 9 — 0,36 = 1,22 1.8 — 0,76 =1,73 
mer- fy ‘ 
SB Ketosteraid ~ 1,22 Hg — 0,61 Hyj1,73 Eg — 0,96 Ev 
4 der ! idrosteron mg%= 52 Eg — 28- Ey 18,9 Kg 0,0088 0,0059 
<ohol- Anmerkung: Eg = Extinktion mit Grinfilter, Ey = Extinktion mit Violettfilter. Alle Ex- 
re tinktionsangaben beziehen sich auf 10 mm Schichtdicke. 
pi ben, 
n det J den nun auf 40 verschiedene Harnextrakte angewandt. Wie Tab. 2 zei ‘, 
t, mit ; ; . ; 8 iy 8 
+s liegen die erhaltenen Werte zwar in der gleichen GréBenordnung, streuen 
Vision g' g £ 
tions: f aber doch betriichtlich, wobei die Callow-Werte durchweg niedriger, 
L. die Holtorff-Koch- Werte in der Regel héher als die Zimmermann- 
s eng: | Werte liegen. Setzt man die durch Farbstoffextraktion gefundenen Werte 
oe ' g 8 
han - gleich 100, da sie keiner rechnerischen Korrektur mehr bediirfen und mit 
jscht, | den nach Girard-Trennung gefundenen Werten gut iibereinstimmen 
innt. F (vgl. 1. ¢.5), so liegen die nach Callow erhaltenen Ergebnisse im Mittel bei 
el 42) 73,3%, die nach Holtorff-Koch. gewonnenen Zahlen im Mittel bei 
Be — 150,594; die altere Vorschrift von Zimmermann von 1944, aber mit 
a _ der 1952 verbesserten Korrekturformel ergab im Mittel 108% 
g und | Da in den Vorschriften von Zimmermann je Versuchsansatz mit 
roben F Je 2,0 com Harnextrakt gearbeitet wird, dagegen nach Callow und nach 
-prot. Holtorff-Koch mit nur je 0,2 cem, ist bei gleich konzentrierten Keto- 
wh  steroidlé6sungen die gemessene Extinktion im ersteren Falle etwa 5—6- 
' fach héher als bei den letzteren. In der Praxis wird dies dadurch wieder 
» der ausgeglichen, daB8 man den Trockenriickstand aus z. B. 50 cem Harn 
‘wur. | Zach Zimmermann in 5 oder 10 ccm Athanol lést (Konzentrierung 
_ 1:10 bzw. 1:5), dagegen bei den angloamerikanischen Modifikationen in 
—10ccm Athanol (Konzentrierung 1:50). Bezogen auf die absolut je y 
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Tab. 2. Ergebnisse der Anwendung verschiedener Modifikationen auf gleiche 
Harnextrakte. 

| Zimmermann | Zimmerman!| \| 

| 1944 verbess. 1952 verb. || Callow \| Holtorff u. Koch 
| Meth. | Meth. || | 
med Extinktion Extinktion i Extinktion | Extinktion 

| n | viol. iin | grin | viol. | | riin | viol. 

| S's3 | 8 23 (™E%|| Sap | mgs S53 | 8 43 /mevol) S53 |S 43 re? 
1 | 0,129] 0,188} 1,4|/0,105| 2,0! 0,025 | 0.026 | 1,7!| 0,019 | 0,017 | 25 
2 | 0.120} 23 || || 0,032 | 0,034) 33 
3 0,123 | 2,3 || | 0,030 | 0,035 | 3.1 
4 0,128 | 2,4/) || 0,030 | 0,032 | 3% 
5 | 0,236 | 0,331 | 3,0)| 0,132] 25 // 0,019 | 0,025 | 0,9] 0,023 | 0,020) 35 
6 | 0,208 | 0,246 | 3,9 || 0,137 2.6 i} 0.046 | 0.050! 3.0 | 0,028 | 0,021 | 48 
7 0,140 | 2,6 || 0.027 | 0,037 | 1,1 || 0,034 | 0,047 | 23 
8 0,144} 2,7 || | 0,037 | 0,042 | 4 
9 10,152 | 2,9|/ 0,040 | 0,044 | 2,6 |] 0,049 | 0.053 | 37 
0 | 0,193 | 0,266 | 2,5 || 0,160 | 3,0 || 0,080 0,105 | 3.9 = 0,020 | 48 
l 0,164 | 3,1)) 0,040 | 0,042 | 43 
2 0,169 | 3,2) 0,038 | 0,038 | 44 
3 | 0,240 | 0,339 | 3,01| 0,173 | 3.3 || 0,032 | 0.028 | 2.5 || 0,028 | 0.020] 438 
4 0,185 | 3,4| 0,038 | 0,042 | 43 
5 0,187 | 35 || 0,044 | 0,038 | 67 
6 0,188 | 35 || 0,051 | 0,053 | 63 
7 | 0,311 | 0,402 | 4,91)0,191 | 3,6)| 0,045 | 0,047 | 3,61] 0,038 | 0,040) 45 
18 | 0,318 | 0,414} 4,9)) 0,196 | 3,7 0,035 | 0,029 | 44 
19 0,203 | 3,8 || | 0,056 | 0,093 | 12 
20 | 0,301 | 0,400} 4,4 1)) 0,210 4,0 || 0,056 | 0,070 | 3,0 |] 0,045 | 0,036 | 73 
21 | 0,330 | 0,484] 3,61)0,210| 4,01) 0,052 | 0,071 | 2,31}] 0,035 | 0,033 | 4§ 
22 | 0,311 | 0,389 | 53 || 0,211 4,0 | || 9,033 | 0,029 | 5, 
23 | 0,370 | 0,575 3,0 || 0,217 | 4,1 | 0,053 | 0,071 | 2.5 )| 0,043 | 0,044 | 56 
24 0,219 | 4,1 0,079 | 0,074 | 11 
25 | 0,387 | 0,542 | 4,9// 0,218 | 4,1) 0,061 | 0,097 | 1,8|] 0,042 | 0,035 | 65 
26 0,227 22 |} 0,055 | 0,071 | 2,8 |] 0,082 | 0,107 | 66 
27 | 0,312 | 0,374 | 5,8/| 0,248 | 4,6 0,041 | 0,037 | 6! 
28 0,282 | 5,3 0,062 | 0,048 | 104 
29 | 0,415 | 0,536 | 6,51|) 0,296 | 5,6 || 0.071 | 0,084 4,1 |] 0,060 | 0,050 | 94 
30 0,324 | 6,1 | 0,084 | 0,087 | 104 
31 | 0,339 | 0,589 1,2 || 0,330 | 6,3 || 0,063 | 0,071 ; 3,9 || 0,060 | 0,052 | 9,1 
32 0,344 | 65 0,048 | 0,049 | 6, 
33 | 0,485 | 0,644] 7,21| 0,383 | 7,3]| 0.069 | 0,065! 5,11] 0,064 | 0,050 | 106 
34 0,385 | 7,3 || 0,082 | 0,086 | 5,5 || 0,104 | 0,108 | 125 
35 | 0,435 | 0,599 | 5,9|| 0,403 | 7,6)| 0,058 | 0,053 | 4,4]/ 0,058 | 0,051 | 87 
36 | 0,745 | 0,924 | 12,8 || 0,446 | 7,9)| 0,109 | 0,129 | 6,4|| 0,097 | 0,088 | 14) 
37 0,452 | 8,5 0,113 | 0,117 | 140 
38 | 0,532 | 0,602 | 10,7 || 0,478 | 9,0) 0,094 | 0,077 7.7 || 0,069 | 0,052 | 117 
39 | 0,818 | 0,884 | 17,8 || 0,740 | 13,6 || 0,110 | 0,064 | 10,9!) 0,115 | 0,076 | 20,1 
40 1,183 | 22,5 || 0,180 | 0,134 | 319 

Mittelwert %%, 108 100 73,3 1503 








Androsteron entwickelte Farbintensitat ergibt die Callow sche Modifi- 
kation die relativ héchsten Extinktionen (s. Tab. 1). Dies wird durch die 
Verwendung einer alkoholischen statt einer waBrigen Kalilauge erreicht 
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muf aber mit einer intensiveren Farbung der Leerproben und einer ge- 
ringeren Haltbarkeit des Reagens erkauft werden. 

Wilson und Carter!® haben darum Zusatz von Ascorbinsiure und Aufbe- 
wahrung der alkohol. Kalilauge unter Stickstoffatmosphare zur Stabilisierung 
empfohlen. Dies wurde von Hamburger! kritisch tiberpriift und verbessert. 
indem empfohlen wurde, Kaliumhydroxyd in siedendem Alkohol mit einem Zusatz 
von 80 mg% Ascorbinséure aufzulésen. Bei den eigenen Versuchen erwies sich diese 
Vorschrift von Hamburger als besser und leichter durchfiihrbar als diejenige von 
Wilson und Carter. Trotzdem finden wir ebenso wie Hamburger, da8 auch 
dann noch nach wenigen Tagen die Eigenextinktion der Leerproben merklich zu- 
nimmt, so daB es besser ist, frische alkoholische Lauge herzustellen. Diese Notwen- 
digkeit, das Reagens haufig erneuern zu miissen, ist zum mindesten lastig und eine 
Fehlerquelle vor allem bei Routineuntersuchungen. 

Die angewandte Korrekturformel von Gibson und Evelyn’, die auf cen 
gleichen Grundlagen wie die Korrekturformel von Zimmermann fuBt (vgl. Zim- 
mermann?2), lautet i 


€\(X) 


gemessene gemessene 
g ss Ge g Ss a. 


, 
chs = g(X) 
korrigierte H = 
€y(X) €\(¥ndr.) 


ay X) a Andr.) 


Den Faktor ey/eg fiir das stérende Chromogen X erhalt man durch Anwendung der 
m-Dinitrobenzol-Reaktion auf die neutrale Fraktion, die nach Abtrennung der 
17-Ketosteroide mit Girards Reagens T zuriickbleibt. Kleine Abweichungen in 
diesem Bruch und dem entsprechenden fiir Androsteron ziehen nicht unbetracht- 
liche Anderungen der berechneten Androsteronkonzentration nach sich. Mit der 
Formel erhilt man einen korrigierten Extinktionswert, aus dem die gesuchte 17- 
Ketosteroid-Konzentration durch Division durch den spezifischen Extinktions- 
koeffizienten errechnet werden muB. 

Die Modifikation von Holtorff und Koch hat mit derjenigen von 
Callow den Reaktionsansatz mit kleinen Mengen von dreimal 0,2 cem 
und die anschliefiende Verdiinnung mit Athanol gemeinsam, mit der 
Originalmethode dagegen das Arbeiten in waBr. Alkohol; der Unter- 
schied gegeniiber der letzteren liegt in der Verwendung einer 5-normalen 
statt einer 3-normalen Kalilauge. Diese Kombination kénnte bestechen, 
wenn nicht die Eliminierung stérender Chromogene und die im Mittel 
um 50°, héheren Ergebnisse problematisch waren. 

Bei der eigenen, 1944 gegeniiber den urspriinglichen Vorschriften 
von 1935 und 1936 modifizierten Methode geschieht diese Eliminierung 
stérender Chromogene mit einer Formel, die 1952 dadurch verbessert 
wurde, daB anstelle von Kreatinin nun ein 3-Ketosteroid (Testosteron) 
als Modell einer st6renden Begleitsubstanz in die Formel eingesetzt 
wurde. Das ist zwar auch willkiirlich, aber nicht abwegig, da die Harn- 
corticoide z. Tl. 3-Ketosteroide sind. 


10H. Wilson u. Pr. Carter, Endocrinology 41, 417 [1947]. 

'! Ch. Hamburger, Acta endocrinologica 9, 129 [1952]. 

2 W. Zimmermann, Chemische Bestimmungsmethoden von Steroidhor- 
monen, Springer Berlin-Géttingen-Heidelberg 1955. 
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Am besten erschien bei diesen vergleichenden Versuchen das Ver. 
fahren der Ausschiittelung der Farbstoffe mit Ather oder einem andern 
Lipoidlésungsmittel>. Es bedingt zwar einen zusatzlichen Arbeitsgang, 
ist aber doch nicht viel komplizierter als die Verdiinnung mit Alkohol, 
Da nur in einem Spektralbereich statt in zweien gemessen wird und keine 
Korrekturen nétig sind, ist die Berechnung der gesuchten 17-Keto. 
steroid-Konzentration denkbar einfach. Da zudem das Arbeiten mit der 
stabileren waBrigen Kalilauge vor allem bei Routineuntersuchungen von 
Vorteil ist, wird dieses Verfahren hier den anderen bevorzugt. 


Zusammenfassung 


Bei einem Vergleich der Modifikationen von Callow und von 
Holtorff-Koch mit den Vorschriften fiir die Durchfiihrung der m-. 
Dinitrobenzol-Reaktion nach Zimmermann von 1935, mod. 1944 (mit 
einer verbesserten Formel) bzw. der 1952 verbesserten (mit Ather. 
extraktion der Farbstoffe), verhalten sich die gefundenen Ergebnisse wie 
73 (Callow) zu 100 (Zimmermann 1952) zu 108 (Zimmermann 1944) zu 
150 (Holtorff-Koch). Arbeitstechnisch wird das Arbeiten mit waBr. Kali- 
lauge und die Entwicklung der Farbstoffe in waiBr.-alkohol. Medium mit 
anschlieBender Farbstoffextraktion zur Eliminierung stérender Chro- 
mogene der Anwendung von absolut-alkohol. Kalilauge und _ einer 
Korrekturformel vorgezogen. 


Summary 


A comparison was made between the modifications of Callow and 
Holtorff-Koch and the methods for carrying out the m-dinitrobenzene 
reaction given by Zimmermann in 1935 modified 1944 (with an 
improved formula) and by the same author in 1952 (with ether extrac- 
tion of the coloured products). It was found that the experimental 
results are in the following relation: — 73 (Callow) : 100 (Zimmermann 
1952): 108 (Zimmermann 1944): 150 (Holtorff-Koch). From the point 
of view of technique the use of aqueous potassium hydroxide and the 
development of the coloration in aqueous alcoholic medium with final 
extraction of the coloured products to eliminate interfering chromo- 
gens is preferred to the use of absolute alcoholic potassium hydroxide 
with a correction formula. 
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Die Bestimmung der Konstante von Michaelis-Menten 
der Tyrosin-Decarboxylase 
Von 
R. Diaz-Cadavieco und Gertrudis de la Fuente 


Aus dem Departamento de Bioquimica del Instituto Espafiol de Fisiologia y Bioquimica, 
Madrid (Spanien) (Direktor: Prof. Dr. A. Santos Ruiz) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. November 1954) 


Die Konstante von Michaelis-Menten, K,, war bisher fiir Tyrosin- 
Decarboxylase im Gegensatz zu allen anderen Aminosiure-Decarboxy- 
lasen noch nicht bestimmt worden. Die Schwierigkeit lag vor allem in 
der Schwerloslichkeit des Tyrosins in Wasser oder schwach sauren L6- 
sungen (gesatt. Losung = 0,0025-m. bei pu 5,5 und 30°). 

Die vorliegende Arbeit zeigt, da es durch Verwendung von iiber- 
sittigten Tyrosinldsungen (Max.-Konz. 0,0112-m., Acetatpuffer pu 5,5, 
30°) moéglich ist, die Bestimmung der Michaelis-Konstante durchzu- 
fiihren. 

Die kinetische Theorie der Enzymreaktionen von Michaelis und Menten! 
geht aus von der schon friiher entwickelten!* Annahme, da8 je ein Molekiil des 
Enzyms und des Substrats sich zu einer labilen Enzymsubstratverbindung ver- 
einigen, die ihrerseits in die Endprodukte der Reaktion und das freie Enzym 
zerfallt. 

Nach dem Massenwirkungsgesetz besteht zwischen den Konzentrationen des 
Enzyms, des Substrats und der Enzymsubstratverbindung die Beziehung 

((E] —{ES)-(S]_ . 
: Ks, wobei 
[ES] ‘ 

|Z] = die gesamte Konzentration des Enzyms, 

|S] = die gesamte Konzentration des Substrats und 

[ES] = die Konzentration der Enzymsubstratverbindung bedeuten. 

Ks, die sog. ,, Michaelis-Konstante“, ist die Dissoziationskonstante der Enzym- 
substratverbindung, ihr reziproker Wert 1/Ks ein MaB fiir die Affinitat des Enzyms 
zum Substrat. Unter der Voraussetzung, daB die Reaktionsgeschwindigkeit v 
unter konstanten Bedingungen (pp, Temp.) der Konzentration von ES propor- 
tional ist, kann man schreiben 

S 1 1 Ks 1 
le 1) - ay odert |: » $+ + 
Vo OKs + [8] v 4% Ves[S] 


worin v die der jeweiligen Substratkonzentration [S] entsprechende und V die 
maximale, bei vollstandiger Bindung des Enzyms an das Substrat beobachtete 
Umsetzungsgeschwindigkeit (Grenzwert fiir hohe Substratkonzentration) bedeuten. 


! L. Michaelis u. M. L. Menten, Biochem. Z. 49, 333 [1913]; vgl. W. GraB- 
mann u. J. Trupke in B. Flaschentrager u. E. Lehnartz, Physiolog. Chemie 
Bd. I, S. 999 (Springer-Verlag Berlin-Géttingen-Heidelberg 1951). 

‘A.J. Brown, J. chem. Soc. [London] 81, 373 [1902]; Proc. chem. Soc. 
[London] 18, 41 [1902]; W. H. Bayliss, The Nature of Enzyme Action, London 
1925; V. Henri, Lois générales de l’action des diastases, Paris 1903. 

2-H. Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 658 [1934]. 


10* 


(2), 
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Die Gleichung von Michaelis und Menten gestattet also, die Abhangigkeit der 
\caktionsgeschwindigkeit v von der Substratkonzentration [S] bei konst. Enzym. 
konzentration zu untersuchen. 

Die Auswertung unserer Ergebnisse erfolgte mittels der graphischen 
Methode von Lineweaver und Burk (GI. 2). 

1/v wird in Abhangigkeit von 1/{S] aufgetragen. Fir 1/[S] = 0 
wird I/v = 1/V; aus der Steigung der Geraden, Kx/V, laBt sich dann 
durch Einsetzen von V die Konstante A, berechnen. 


Material und Methodik 
Ferment: Als Quelle fiir Tyrosin-Decarboxylase verwendeten wir cinen 


Mikroorganismus, den Streptococcus faecalis R. (A.T.C.C. 8043). Das Kuiturmilieu 
hatte nachstehende Zusammensetzung?:?: 

















Substanz Gew./100 com Mutterl6sung cem/100 cem 
Bakteriologisches Pepton. . 10g fest 
K,HPOQ, . by fer a 10g fest 
MBPOHICE: i oe kw) SA 0,5 
Hefeauszug. ....... 10g fest 
SINODEE: 6 ge. dk 8s 10g fest 
Pyridoxalphosphat . . . . 5,0 ug 0,002% 0,25 
Nicotinsfure ....... 50 ug 0,1% 0,05 
Tyrosin ASN as lege 10,0 mg fest 
ACPRRRINS. 2 ae weet nH ts aad Ke 20,0 mg fest 
Die B-Salze haben folgende Zusammensetzung: 
MgSO,:7 H,O 4,0g FeSO, -7 H,O 0,2 ¢ 
NaCl 0,2¢ MnSO,-4 H,O 0,2g 


Die waBrige Lésung dieses Salzgemisches wird mit 2 Tropfen konz. Salzsaure 
versetzt und mit Wasser auf 100 cem aufgefiillt. 
Zur Herstellung von 1/ Kulturlésung werden: 


a) Glucose, Hefeauszug, Nicotinsiure und das Pyridoxalphosphat in 400 ccm 
dest. Wasser gelost; 

b) Pepton, B-Salze und K,HPO, mit 300 cem Wasser im Wasserbad 15 Min. 
auf 80° erhitzt, bis das Pracipitat ausflockt, und das Filtrat mit a) vereinigt; 

c) Tyrosin und Cystin werden in einer kleinen Menge Wasser mit Hilfe einiger 
Tropfen konz. Salzsiure gelést, mit Wasser auf 200 cem aufgefiillt und der Lésung 
a) + b) zugefiigt. Dann wird im Wasserbad erhitzt, um das Toluol zu entfernen, 
der po-Wert auf 7,1 bis 7,3 eingestellt, filtriert und auf 1 / aufgefiillt. 


Der Mutterstamm des Str. faecalis wird auf Agar nachstehender Zusammen- 
setzung gehalten: 


Glucose 0,5% Hefeextrakt Difco 1,0% 
Natriumacetat 0,6% Agar 1.5% 


Je 5 cem werden in Reagenzglasern im Autoklaven 20 Min. bei 115° sterilisiert. 


3 E.C. Barton-Wright, Practical methods for the microbiological assay 
of the vitamin B complex and essential amino acids, Ashe Laboratories, 8. 54. 
1G. H. Sloane-Stanley, Biochem. J. 44,373 [1949]. 
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Die Ubertragungen und die Aussaaten der definitiven Kulturen werden 
mittels einer Zwischenkultur in 10 cem fliissigem Milieu von vorher angefiihrter 
Zusammensetzung vorgenommen. Diese Zwischenkulturen werden bei 37° 24 Stdn. 
im Brutschrank gelassen. Zur Aussaat der definitiven Kulturen wird eine Zwischen- 
kultur mit Wasser 1 : 20 verdiinnt und 4 cem zu 1000 cem Milieu gegeben. Nachher 
wird 20 Stdn. bei 37° bebriitet; wenn das Wachstum vollstandig ist, hat das 
Milieu einen pH von 4,4 bis 4,6 erreicht. 

Nun wird auf 0° abgekiihlt und bei 3000 Touren/Min. zentrifugiert. Der 
Riickstand wird zweimal mit einer 0,9-proz. auf 0° abgekiihlten Natriumchlorid- 
Lésung gewaschen. Die Bakterien werden in wenig Wasser aufgeschwemmt, und 
sobald eine homogene Suspension erreicht ist, l48t man diese Suspension bei 0° 
unter kraftigem Schiitteln in 40 ccm wasserfreies, gegen Permanganat bestandiges 
Aceton eintropfen. Diese Temperatur wird weitere 10 Min. beibehalten, bis alle 
Proteine ausgeflockt sind und die tiberstehende Flissigkeit transparent erscheint. 
Nun wird abgesaugt und der Riickstand zweimal mit Aceton gewaschen. Nach 
kurzem Trocknen an der Luft wird dieser Riickstand im Vak. im Kiihlschrank auf- 
bewahrt, wo er sich mehrere Monate hilt. 

Substrat: 1(—)-Tyrosin (B.D.H.) in m/5-Acetatpuffer, py 5.5. 

Eine gesattigte L-Tyrosinlésung in m/5-Acetatpuffer (pH 5) enthalt etwa 
(472 g auf 1000 cem, was einer 0,0025-m.Lésung entspricht. 

Wir stellten tibersaéttigte Tyrosinlésungen mit dem obenerwahnten Puffer her 
und untersuchten die Stabilitat der Lésungen bei nachstehenden Konzentrationen : 


a) 0,0208-m. c) 0,0130-m. e) 0,0080-m. 
b) 0,0156-m. d) 0,0100-m. f) 0,0050-m. 


Wir stellten zunachst eine 0,0208-m. Lésung her, indem wir die berechnete 
Menge von L-Tyrosin mit der entspr. Puffermenge in einen Erlenmeyerkolben 
brachten. Unter zeitweiligem Schiitteln wurde vorsichtig erwarmt. Sobald sich das 
Tyrosin ganz gelést hatte, wurde warm filtriert, um Kristallisationskeime méglichst 
zu entfernen. Die ungefahr 80° heife Lésung wurde unter flieBendem Wasser 
schnell auf etwa 40° abgekiihlt; unter Zugabe der entspr. auf 30° erwarmten Puffer- 
mengen wurden hieraus die anderen Tyrosinlésungen hergestellt. 

Zur Stabilitatspriifung wurde in Vorversuchen in je ein Warburg-Glas 3 ccm 
dieser Lésungen gegeben, in den Thermostaten von 30° gebracht und 8 Min. lang 
leicht geschiittelt. In den Lésungen a) und b) war das Thyrosin dann auskristallisiert, 
wihrend sich die Ubersattigung in den anderen erhalten hatte. Die Laboratoriums- 
temperatur (ebenso die Temperatur des beniitzten Glasmaterials) betrug hier wie 
bei den spateren Versuchen 30°. 

Versuchsanordnung: Die Anfangsgeschwindigkeiten v wurden mit der 
manometrischen Untersuchungsmethode von Warburg bestimmt. Warburg- 
Apparat, konische GefaBe mit seitlichem Arm, Fassungsvermégen 17—18 ccm; 
Temp. 30° (Laboratoriumstemp., Glasmaterial). 

Der zentrale Teil des Warburg-GefaiBes wurde mit 2,7 ecm Tyrosinlésung 
der entspr. Konz. beschickt, 0,3 cem der Fermentlésung wurden in den seitlichen 
Arm des GefaBes gebracht (Verdiinnungsfaktor 0,9). Wir haben bei verschiedenen 
Fermentkonzentrationen [#] die Geschwindigkeiten v in Abhangigkeit von der 
Substratkonzentration [S] bestimmt (gegebener Wert von V’). Die Gesamtheit der 
Werte v, welche einem gegebenen Wert von V entsprechen, und daher auf derselben 
Kurve v—S liegen, wollen wir als ,,Reihe’’ bezeichnen. 

Wir haben 6 Reihen von Untersuchungen (4, 5, 5, 6, 10 und 10 mg Bakterien- 
Trockenpulver) ausgefiihrt (s. Tab. 1). 

Versuchsdauer 20 Min., Ablesung alle 24% Min.; die Anfangsgeschwindigkeit 
wird graphisch extrapoliert; p in mm Druck, korr. (abziigl. der Ablesung im Null- 
punkt), wird in Abhangigkeit von der Zeit aufgetragen; Steigung der Geraden 

Geschw. der Decarboxylierung in mm Druck/Stde.-cem; durch Multiplikation 
mit den GefaBkonstanten, ausgedriickt in ul CO,/Stde.-cem (Abb. 1). 
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Ergebnisse 
Tab. 1. MeBergebnisse (vgl. Abb. 1 und 2). 
1 2 3 a 5 6 
S](V_> 
[S] v 1/[S] 1/v V Ks = [ 5 ) 
0,0112 240 89 0,00416 270 0,0014 
0,0112 243 89 0,00411 0,0012 
0,0050 217 200 0,00460 0,0013 
0,0050 217 200 0,00460 0,0013 
0,0025 175 400 0,00571 0,0013 
0,0112 326 89 0,00306 350 0,0008 
0,0112 322 89 0,003 10 0,0010 
0,0050 285 200 0,00350 0,0011 
0,0032 257 312 0,00389 0,0011 
0,0023 240 434 0,00416 0,0010 
0,0112 316 89 0,00316 352 0,0012 
0,0112 320 89 0,00312 0,0011 
0,0050 282 200 0,00354 0,0012 
0,0032 257 312 0,00389 0,0012 
0,0023 231 434 0,00432 0,0012 
0,0112 377 89 0,00265 418 0,0012 
0,0112 382 89 0,00261 0,0010 
0,0050 341 200 0,00293 0,0011 
0,0050 341 200 0,00293 0,0011 
0,0032 305 312 0,00327 0,0012 
0,0112 604 89 0,00165 675 0,0013 
0,0112 596 89 0,00167 0,0015 
0,0050 515 200 0,00194 0,0015 
0,0050 515 200 0,00194 0,0015 
0,0032 462 312 0,00216 0,0014 
0,0112 583 89 0,00171 660 0,0014 
0,0112 591 89 0,00169 0,0013 
0,0050 515 200 0,00194 0,0014 
0,0050 515 200 0,00194 0,0014 
0,0032 468 312 0,00213 0,0013 
| 0,0012 
: Geschwindig-] Geschwindig- 
GefaB| Tyrosin 5 Fa .toe as po faBes | Keit vder |keit v der Re- 
. | ieee S etaees | Reaktion | aktion/eem 
i) 
Nr. [S] N] mm/10 Min. pl/mm pl/Stde. — |ul/Stde. - cem 
] 0,0112 4 106 5 978 326 
2 0,0112 + 106 1,52 966 322 
3 0,0050 O 92 1,55 855 285 
4 0,0032 = 83 1,55 771 257 
5 0,0023 A 78 1,54 720 240 
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Mit der Warburgschen Apparatur haben wir bei verschiedenen 
Fermentkonzentrationen [H] die Geschwindigkeiten v in Abhangigkeit 
von der Substratkonzentration [S] bei 6 Reihen untersucht. In jeder 
Reihe wurden 3 oder 4 verschiedene Substratkonzentrationen verwendet. 
Fermentmengen fiir die 6 Reihen: 4, 5, 5, 6, 10, 10 mg Trockenpulver. 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Im Warburg-Apparat gefundene p-Werte (korr.); Abhangigkeit von der 
Zeit; 5 mg Bakterien-Trockenpulver. 


Abb. 2. 1/v in Abhangigkeit von 1/[S] bei den verschiedenen Fermentkonzen- 
trationen (mg Bakterien-Trockenpulver). 


Die Ergebnisse sind in Tab. 1 dargestellt. Durch Extrapolation 1/[S] —0 
wurde aus der Kurve 1/v—1/[S] der jeweilige Wert 1/V bzw. V ermittelt 
(Abb. 2). Aus der Steigung der Kurve Kg/V la8t sich Kg berechnen. Es 
zeigt sich, daB Kg nahezu konstant bleibt, obwohl die Fermentkonzen- 
tration in weiten Grenzen schwankt, entsprechend einem V von 270 bis 
675 (Tab. 1). Innerhalb der begrenzten Variationsbreite der Substrat- 
konzentration von 0,0023-m. bis 0,0112-m. Tyrosin passen sich die erhal- 
tenen Werte sehr gut der Gleichung von Michaelis-Menten an, wenn man 
den Wert fiir V in weiten Grenzen verandert. 
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Wir erhielten fiir den K,-Wert der Tyrosin-Decarboxylase 1.2-10-3 
Mol//, d. h. der Wert liegt in derselben GroBenordnung wie fiir Lysin- 
Decarboxylase (1.5-10-%) und zwischen den K,-Werten fiir L(—)-Histidin 
und L(—)-Arginin (7.5-10-*) und denen der Glutaminsaure (2.7-10-%) und 
des L(—)-Ornithins (4-10-%). 








Zusammenfassung 


Unter Beniitzung von iibersattigten Tyrosinlésungen wurde die 
Abhangigkeit der Geschwindigkeit der durch den Streptococcus faecalis 
hervorgerufenen Tyrosin-Decarboxylase-Reaktion von der Substrat- 
konzentration untersucht. Unter Anwendung von graphischen Methoden 
wurde die Anfangsgeschwindigkeit v und die Maximalgeschwindigkeit \ 
der Decarboxylierung bestimmt. 

Die experimentellen Daten passen sich der Geschwindigkeitsglei- 
chung von Michaelis-Menten an. Fiir die Konstante von Michaelis-Men- 
ten, Ky, wurde der Wert von 0,0012 Mol Tyrosin// ermittelt. 


Summary 


The relation between the velocity of the tyrosine-decarboxylase 
reaction produced by Streptococcus faecalis and the substrate concen. 
tration was investigated with the use of supersaturated tyrosine solutions, 

The initial velocity v and the maximum velocity V were determined 
by means of graphical methods. 

The experimental results are in agreement with the Michaelis-Menten 
velocity equation. A value of 0,0012 moles of tyrosine per litre was ob- 
tained for the Michaelis-Menten constant A. 
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Uber die Isolierung der Methoxy-neuraminsaure 
als Spaltprodukt des SerumeiweiBbes 


Von 
P. B6hm und L. Baumeister 
Aus der Med. Univ.-Klinik Bonn, Direktor Prof. Dr. P. Martini 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Februar 1955) 


Im Jahre 1941 wurde von Klenk! zum erstenmal Neuraminsaure in Form 
ihrer Methoxylverbindung aus Gangliosiden des Gehirns dargestellt. In spateren 
Jahren fand man Neuraminsaure auch in den Lipoiden des Erythrocytenstromas 
einiger Tiere, jedoch nicht im menschlichen Erythrocytenstroma?. Weiterhin ent- 
halten auch die Lipoide der Milz Neuraminsaure*. 1953 konnten Klenk und 
Lauenstein‘ erstmals tiber das Vorkommen der Neuraminsaure auch in Muco- 
proteinen berichten; sie isolierten Neuraminsaure in Form ihrer Methoxylverbin- 
dung aus Submaxillarismucin und auch aus Harnmucin. Ebenfalls enthalten 
die Mucopolysaccharide der Frauenmilch Neuraminsiure; Hoover, Braun und 
Gyérgy® gewannen sie hieraus kristallin in Form ihrer Methoxylverbindung. 


Vor kurzem konnten wir® dariiber berichten, daB Neuraminsaure in 
relativ groBer Menge (40—65 mg®%) auch im Serum vorkommt. Sie ist 
in allen elektrophoretisch getrennten EiweiBfraktionen anwesend; iiber 
die Halfte der im Serum vorhandenen Neuraminsiure findet sich in den 
a-Globulinen’. Mucoproteine des Serums, die wir nach Winzler und 
Mitarbb.® praparativ darstellten, enthielten 8% Neuraminsiure’; die 
Neuraminsaure ist im Serum also an Mucoproteine gebunden. An Li- 
poide gebundene Neuraminsiure konnte von uns im Serum nicht 
nachgewiesen werden®. Die Neuraminsiure ]aBt sich im Serum quan- 
titativ einfach bestimmen®. 


Blix und Mitarbb.® sowie Werner und Odin!° hatten schon beobachtet, 
daB sich Serum mit dem Bialschen Reagens beim Erwarmen rot farbt. Sie schlossen 
hieraus auf die Anwesenheit von Sialinsiure. Nach persénlicher Mitteilung von 
Blix ist es jedoch nicht gelungen, Sialinséure aus Serum zu isolieren. Die Ursache 


1 E. Klenk, diese Z. 268, 50 [1941]. 

2 T. Yamakawa u. 8.Suzuki, J. Biochemistry [Tokyo] 38, 199 [1951]; 40, 7 
[1953]; E. Klenk u. H. Wolter, diese Z. 291, 259 [1952]; E. Klenk u. K. Lau- 
enstein, diese Z. 288, 220 [1951]; 291, 249 [1952]; 295, 164 [1953]. 

3 E. Klenk u. F. Rennkamp, diese Z. 278, 253 [1942]. 

4 E. Klenk u. K. Lauenstein, diese Z. 291, 147 [1952]. 

5 J. R. E. Hoover, G. A. Braun u. P. Gyérgy, Arch. Biochem. Biophysics 
47, 216 [1953]. 

6 P. Bohm, St. Dauber u. L. Baumeister, Klin. Wschr. 32, 289 [1954]. 

7 Pp. Bohm u. St. Dauber, Vortrag 60. Tgg. der Deutschen Gesellschaft fiir 
Innere Medizin in Miinchen vom 25.—29. 4. 1954. 

8 H. E.Weimer, J.W. Mehl u. R.J.Winzler, J. biol. Chemistry 185, 
561 [1950]. 

® G. Blix, L.Svennerholmu.I. Werner, Acta chem. scand. 6, 358 [1952]. 

10 T. Werner u. L. Odin, Acta Soc. Med. Upsaliensis 57, 230 [1952]; L. Odin 
u. I, Werner, ebenda 57, 227 [1952]. 
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ist nach unseren Untersuchungen wohl darin zu sehen, da diejenige Substanz, die 
die rote Farbe mit dem Bialschen Reagens gibt, sich nach dem von Blix" ange. 
gebenen Spaltverfahren zur Darstellung der Sialinsiure nicht vom EiweiB ab. 
spalten 14Bt. Im iibrigen ist nach einer Mitteilung von Klenk und Faillard” an. 
zunehmen, daB es sich bei der von Blix mit ,,Sialinséure*‘ bezeichneten Substanz 
um acetylierte Neuraminsaure handelt. 

Uber die Isolierung kristallisierter, aber noch nicht analysenreiner 
Neuraminsaure (in Form ihrer Methoxylverbindung) aus menschlichem 
Serum wurde schon kurz berichtet!*. Es ist inzwischen gelungen, die 
Methoxylverbindung der Neuraminsiure aus menschlichem Serum ana. 
lysenrein zu erhalten, woriiber im folgenden ausfiihrlich berichtet wer. 
den soll. 


Beschreibung der Versuche 


Als Ausgangsmaterial diente Serum von Patienten unserer Klinik. 

500 ccm Serum, das nach der Bestimmung von Béhm, Dauber und Bau. 
meister® 330 mg Neuraminsaure enthielt, wurden unter Schiitteln zu 1000 ccm 
Methanol gegeben und iiber Nacht stehen gelassen. Der EiweiBniederschlag wurde 
scharf abgenutscht. Er wurde 3mal in Methanol suspendiert und wieder abgesaugt. 

_Um letzte Spuren von Wasser zu entfernen, wurde mit absol. Methanol 3mal nach. 
gewaschen. (Die vereinigten Methanollésungen, die nicht weiter aufgearbeitet wur- 
den, enthielten noch 65 mg Neuraminsaure.) Beim weiteren Arbeitsgang wurde sehr 
darauf geachtet, daB der die Neuraminsiure enthaltende Niederschlag nicht mit 
Luftfeuchtigkeit in Beriihrung kam. Der Niederschlag wurde im Rundkolben durch 
Sieden unter Riickflu8 mit 1250 ccm 2-proz. wasserfreier methanol. Salzsaure ge- 
spalten. Die erkaltete hellbraune Lésung wurde von dem groBen Anteil ungespal- 
tenen EiweiBes abgenutscht und im Vak. auf etwa 50 ccm eingeengt. Der beim Ein. 
engen auftretende Niederschlag wurde abfiltriert. Im Filtrat wurden 390 mg Neu- 
raminsaure bestimmt, bei einer zweiten Aufarbeitung 330 mg Neuraminsaure. Auch 
Klenk und Lauenstein‘ fanden nach der Spaltung einen etwas héheren Neura- 
minsauregehalt als im Ausgangsprodukt. Durch Titrieren einer kleinen Menge Fil- 
trats wurde der Salzsauregehalt festgestellt, der dann durch entsprechende Ver- 
diinnung mit absol. Methanol auf 5% gebracht wurde. Die Lésung wurde nun im 
Bombenrohr 3 Stdn. bei 105° ein zweites Mal gespalten. 

Ohne diese zweite, viel starkere Spaltung konnten wir die Methoxylverbindung 
der Neuraminsaure nicht isolieren; wir erhielten vielmehr, wie wir kiirzlich schon 
mitteilten', eineSubstanz, die zwar auch mit Bialschem Reagens eine violette Far- 
bung gibt, die aber alkoholléslich und ninhydrin-negativ ist und im Papierchroma- 
togramm schneller als die Methoxylverbindung der Neuraminséure wandert. Bei 
dieser Substanz handelt es sich wohl um eine N-substituierte, methoxylierte Neu- 
raminsaure. Méglicherweise bestehen enge Beziehungen zu der von R. Kuhn und 
R. Brossmer! aus Kuh-Colostrum erhaltenen Lactaminsaure. 

Die Aufarbeitung der zum zweitenmal gespaltenen Lésung erfolgte in Anleh- 
nung an Klenk und Lauenstein‘ durch Reinigung iiber die Bariumverbindung. 
Hierzu wurde der erkaltete, klare Inhalt des Bombenrohres zur Entfernung des 
Chlors im Morser mit kleinen Portionen Silberoxyd verrieben, bis alles Chlor ge- 
fallt war. Der Niederschlag wurde iiber Kieselgur abgesaugt und mit Methanol gut 
ausgewaschen. Das Filtrat engte man im Vak. ein. Der Riickstand wurde in Wasser 


11 G. Blix, diese Z. 240, 43 [1936]. 

12 KE. Klenk u. H. Faillard, diese Z. 298, 230 [1954]. 

13 P. Bohm u. L. Baumeister, Klin. Wschr. 32, 611 [1954]. 

4 P. Bohm, Vortrag 7. Tgg. d. Deutschen Gesellsch. f. Physiol. Chem. in 
Kiel vom 20.—22. 9. 1954. 

16 R. Kuhn u. R. Brossmer, Chem. Ber. 87, 123 [1954]. 
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iz, die aufgenommen und zur Abtrennung von dem beim Einengen ausgefallenen Nieder- 
ane schlag wieder tiber Kieselgur abgesaugt. Das Filtrat wurde mit Barytwasser gut 
. ab. alkalisch gemacht und in einer Porzellanschale 1 Stde. auf siedendem Wasserbad 
~ an- & eingeengt. Nach dem Erkalten wurde das iiberschiissige Bariumhydroxyd mit 
»stanz ff Kohlendioxyd gefallt, kurz erhitzt und filtriert. Das Filtrat enthielt noch 119 mg 

Neuraminsaure (Verlust), bei der 2. Aufarbeitung 200 mg Neuraminsiaure. Beide 
einer — filtrate wurden vereinigt und auf dem Wasserbad zur Trockne eingeengt. Der 
chem — >raunliche Riickstand wurde in einigen ccm Methanol suspendiert und zur Ab- 
trennung der Zucker mit 40 cem Aceton gefalit. Nach nochmaligem Umfallen mit 


, die Aceton wurde der Niederschlag tiber Schwefelsiure im Exsiccator getrocknet. Nach 

ana- § Jésen des Niederschlages in wenig Wasser wurde das Barium mit einem geringen 

_wer- § Uberschu8 von n-H,SO, gefallt und so die Methoxy-neuraminsaure in Freiheit ge- 
setzt. Die iiberschiissige Schwefelsiure wurde vorsichtig mit einem ganz geringen 
UberschuB8 von verdiinntem Barytwasser (1:10) gefallt. Zur Entfernung des iiber- 
schiissigen Bariums wurde die Lésung iiber eine mit Salzséure und Wasser aus- 
gewaschene kleine Séule von Lewatit C geschickt. Das gelbliche Filtrat, das 325 mg 
Neuraminsaure enthielt, wurde lyophil getrocknet. Es wurden 850 mg hellbraune 

Bau- § Substanz mit einem Neuraminsaure-Gehalt von 38% erhalten. “ 

0 com Aus diesem Rohprodukt lieB sich durch Auskristallisieren aus Athanol-Wasser 


wurde § nach Klenk und Lauenstein‘ kristallisierte Neuraminsaure gewinnen. Die Sub- 
saugt. — stanz wurde in 3 ccm Athanol suspendiert, auf 70° erwarmt und solange tropfen- 
| nach- § weise mit Wasser versetzt, bis sich aus der braunlichen Lésung die kristallisierte 
‘t wur- § Neuraminsaure (als Methoxylverbindung) abscheidet. Nach dem Erkalten nutschte 
Je sehr § man die Kristalle ab und wusch mit Athanol-Wasser (2:1), dann mit absol. Atha- 
ht mit § nol und zuletzt mit Ather nach. Die Ausbeute betrug 207 mg, das sind 31% der im 
durch § Ausgahgsserum vorhandenen Neuraminsaure. 

ure ge- Bei anderen Ansatzen betrug die Ausbeute durchweg etwa 40% (einmal sogar 
gespal- 50%) der im Ausgangsserum vorhandenen Neuraminsaure. Wenn man annimmt, 
m Kin- § da der oben angegebene Verlust in der ersten Aufarbeitung etwa 80 mg (berechnet 
g Neu- § aus der Ausbeute der 2. Aufarbeitung) betragt, so berechnet sich ebenfalls eine 
. Auch § Ausbeute von etwa 40%. 

Neura- Vor der Analyse wurden die Kristalle noch zweimal aus reinem Wasser um- 
ge Fil- § kristallisiert. Wenn man aus Wasser sehr langsam umkristallisiert, erhalt man einen 
le Ver- § groBen, farblosen Kristallblock. Die Kristalle verwittern leicht. Die im Hochvak. 
nun im § bei 60° iiber PO, getrocknete rein weife Substanz ergab folgende Analysenwerte: 
‘nd (4,858 mg Sbst.: 0,704 mg Gewichtsverlust) ; 4,154 mg:6,460 mg CO, ; 2,670 mg 
maung f H,0. — 4,956, 4,288 mg Sbst.: 1,59, 1,355 eem n/100-HCI. 


I : 
+» Wan (',,H,,0,N (311,3). Ber. C 42, 44, H 6,80, N 4,50 
hroma- Gef. C 42,41, H7,19, N 4,49, 4,42 
rt. Bei 8,174 mg der im Hochvak. bei 60° iiber P,O,; getrockneten Substanz in 
e Neu- § 0,609396 g Wasser gelést, c = 1,3413, Drehung im 1-dm-Rohr = — 0,738°. 
nn und [a]z: — 55,0° 
Anleh- Die Substanz ist rein weiB und aschefrei. Die Probe nach Molisch und die 


ndung. § Trommersche Probe sind negativ. Die Hexosaminbestimmung nach Elson und 
ing des § Morgan, ausgefiihrt nach den Angaben von Blix", ergibt keine Rotfarbung. Mit 
lor ge- § dem Bialschen Reagens gibt die Substanz beim Erhitzen eine intensiv violette Farbe. 
nol gut Bei der quantitativen Bestimmung nach Béhm, Dauber und Baumeister® er- 
Wasser §f gibt sich die gleiche Extinktion wie bei der Methoxy-neuraminsaure aus Submaxilla- 
rismucin. Mit dem Ehrlichschen Aldehydreagens tritt auch ohne vorherige Alkali- 
behandlung nach Erhitzen eine Rotfarbung auf. Ohne zu schmelzen farbt sich die 
Substanz bei 190—200° schwarz. 

Papierchromatographisch wandert die Substanz in mehreren Lésungsmitteln 
1em. in | 8 umschriebener Fleck in gleicher Héhe mit aus Submaxillarismucin dargestellter 
Methoxy-neuraminsaure. 


16 G. Blix, Acta chem. scand. 2, 467 [1948]. 











156 P. Bohm und L. Baumeister, * Bd. 300 (1955) 


Zur Sichtbarmachung auf den Papierchromatogrammen erwies sich uns die 
Anfarbung mit dem Bialschen Reagens als sehr geeignet. Das Chromatograinm wird 
hierzu nach dem Trocknen mit einer Liésung, die zu gleichen Teilen aus Bialschem 
Reagens und aqua dest. besteht, bespriiht und unverziiglich in einen mit Schliff. 
deckel versehenen Glaszylinder gehingt, dessen Boden mit 18-proz. Salzsaure be. 
deckt ist. Bei Erwirmen auf 60° entwickelt die Neuraminsaure in 2 Stdn. eine inten. 
sive blau-violette Farbe, die nicht verblaBt. Es lassen sich so noch 2 y Neuramin. 
sdure nachweisen. Der einzige Nachteil der Reaktion ist, daB das Papier nach dem 
Entwickeln briichig ist, was beim Herausnehmen aus den Chlorwasserstoff- Dam pfen 
zu beachten ist. Die Briichigkeit 148t nach gutem Trocknen allerdings deutlich nach, 

Hinfach 1aBt sich ein Zerbrechen des Chromatogrammes vermeiden, wenn es von 
vornherein in ein Rechteck aus gebogenem Glasstab gespannt ist. Neben der etwa 
zehnfach gréBeren Empfindlichkeit gegeniiber der Ninhydrin-Reaktion hat die 
angegebene Farbentwicklung auch den Vorteil, daB die meisten der von uns ge. 
priiften Substanzen (insbesondere Aminosauren) keine Farbreaktionen geben. 

pL-Alanin, Cysteinhydrochlorid, Cystin, .L-Glutaminséure, Glykokoll, 
L-Histidin-monohydrochlorid, Kreatinin, t-Leucin, pu-Isoleucin, p1i-Norleucin, 
pL-Methionin, pL-Ornithin-monohydrochlorid, pL-Phenylalanin, pL-Prolin, L-Oxy- 
prolin, pi-Serin, pt-Threonin, L-Tyrosin, pi-Valin; Galaktose, Glucose, pb-Glu- 
cosamin, Glucuronsiaurelacton, Inosit, Laktose, p(-+-)-Maltose-hydrat, p-Mannose, 
L(+)-Rhamnose-hydrat geben unter den angegebenen’ Bedingungen keine Reak- 
tion; pL-Tryptophan gibt eine blaue, Indol eine rote, Ascorbinséure eine schwach- 
rote, Lavulose und Saccharose eine dunkel braunlichgraue Farbe. Der Farbton 
der Neuraminsaure unterscheidet sich auf dem Papier deutlich von dem des Trypto. 
phans, der Laevulose und Saccharose, weniger deutlich von dem des Indols und der 
Ascorbinsaure. Bei der Bialschen Reaktion in vitro geben letztere Substanzen auf. 
falligerweise andere Farbténe. Gegeniiber diesen Substanzen ist die Farbreaktion 
mit Neuramins&ure mehr als hundertmal so empfindlich. 

Die gefundenen Rr-Werte der Methoxy-neuraminsaure (Papier Schleicher & 
Schiill 2043 b Mgl; aufsteigend) sind in primarem Butanol/Eisessig/Wasser (4: 1:5) 
Rr 0,08, in wassergesattigtem Phenol Rr 0,33. 

Herrn Professor Dr. Dr. E. Klenk sind wir fiir wertvolle Ratschlage zu 
besonderem Dank verpflichtet. 


Die Arbeit wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


1. Es wird die Darstellung von kristallisierter Methoxy-neuramin- 
siiure als Spaltprodukt des Serumeiweibes beschrieben. 

2. Eine Methode zur Anfarbung der Neuraminsdéure im Papier- 
chromatogramm mit Bialschem Reagens wird angegeben. 


Summary 


1. The formation of crystallized methoxy-neuraminic acid by the 
cleavage of serum protein is described. 

2. A method is given for the staining of neuraminic acid with Bial’s 
reagent on paper chromatograms. 
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Uber den ,, Waelsch-Effekt« 
und iiber die Hemmwirkung von primairen Aminen 
bei der Plasmalbestimmung 
Von 
0. W. Thiele 
Aus der Medizinischen und Nervenklinik der Justus Liebig-Hochschule GieBen, 
Direktor: Prof. Dr. Dr. H. Bohn 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Februar 1955) 


Bei der Untersuchung der enzymatischen Plasmalogenspaltung, iiber 
die spater berichtet werden soll, wurde im Substrat nach Einwirkung 
gewisser Homogenate und besonders von Bienengift eine Verminderung 
der Menge des Gesamtplasmals gefunden. Diese deutete man zunachst 
als ,,Waelsch-Effekt‘*, hervorgerufen durch die gleichzeitige Bildung 
von oberflachenaktiven Stoffen (naimlich Fettséuren durch Lipase- 
wirkung bzw. Lysophosphatiden durch Wirkung der Phospholipase A 
des Bienengiftes). 

Nach Waelsch und Mitarbeitern! soll dieser Effekt, namlich Hemmung der 
Farbstoffbildung bei der Schiffschen Reaktion, durch die Anwesenheit oberflachen- 
aktiver Stoffe (z. B. moderner Waschmittel) zustande kommen. Feulgen und Mit- 
arbeiter? bestatigten die Hemmung der Schiffschen Reaktion bei Zugabe des 
Waschmittels ,,Rei‘‘; von ihnen stammt auch die Bezeichnung ,,W aelsch-Effekt*‘. 
Jedoch stellten weder Feulgen noch Waeisch quantitative Versuche an. 

Fiir die eigenen fermentchemischen Untersuchungen wollten wir nun 
aber wissen, ob die Menge der anwesenden oberflachenaktiven Substanz 
der GréBe des Waelsch-Effektes proportional ist, d. h. ob Oberflachen- 
spannung und Plasmalwert in einem derartigen Abhangigkeitsverhaltnis 
stehen, daB trotz vorhandenen Waelsch-Effektes durch Messung der 
Oberflichenspannung und Anbringen einer entsprechenden Korrektion 
eine quantitative Plasmalbestimmung durchgefiihrt werden kann. 

Nach thermodynamischen Uberlegungen ist 


(on lo (20) 


(y = Oberflichenspannung, ju = chemisches Potential, 

n = Zahl der Mole des gelésten Stoffes, O = Oberflache); 
d.h. eine Anderung der Oberflachenspannung durch Kuinonng der Konzentration 
ist gleich der Anderung des chemischen Potentials bei Anderung der Oberflachen- 
gréBe; letzteres ist bei konstanter Konzentration nur méglich, wenn Molekiile des 


'G. Ehrlich, H. E. Taylor u. H. Waelsch, J. biol. Chemistry 178, 547 
[1948]; H. Waelsch, diese Z. 288, 123 [1951]. 
2 R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]; 298, 


79 [1953]. 
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gelosten (oberflichenaktiven) Stoffes vom Innern in die Oberflache verschoben 
werden unter VergréBerung der Oberfliche (oder umgekehrt). Wenn ein weiterer 
oberflachenaktiver Stoff (Plasmalogen oder Plasmal) zugegen ist, so tritt ein kon. 
kurrierender Effekt beider oberflaichenaktiver Stoffe ein, wobei die weniger ober. 
flichenaktive Substanz (Plasmal) von der starker oberflachenaktiven (z. B. Rei) 
aus der Oberflache verdrangt wird. Nach diesen Uberlegungen kann bei Anwesen. 
heit stark oberflachenaktiver Stoffe keine Depression bei der Schiffschen Reak. 
tion eintreten; Effekte auf den anderen Reaktionspartner (fuchsinschweflige Saure) 
sind ohne EinfluB, da er in groBem Uberschu8 vorhanden ist. Wird entgegen dicsen 
Uberlegungen die Hypothese gemacht, da8 mit Erniedrigung der Oberflachen- 
spannung das Plasmal an die Oberflache tritt, so ware zur Priifung dieser Verhiit. 
nisse die Gibbssche Adsorptionsgleichung geeignet, wenn nicht durch die Schiff. 
sche Reaktion eine laufende Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen dem im 
Innern befindlichen Plasmal und dem an der Oberflache adsorbierten Plasmal ein. 
trate. Es bleibt daher nichts anderes iibrig, als empirisch vorzugehen. 


Aus Pferdehirn wurde ein Phosphatid mit 2,78°% Plasmalgehalt 
isoliert. Das Phosphatid wurde in Wasser zu etwa 0,2% kolloidal gelést. 
Die kolloidale Lésung (im folgenden mit .,Emulsion** bezeichnet) wurde 
zu allen Versuchen verwendet. 


Versuche mit ,,Rei“ 


Um festzustellen, in welchen Konzentrationsbereichen mit Rei-Lésungen 
zweckmaBig gearbeitet wird, wurde zunachst eine Verdiinnungsreihe hergestellt und 
die Oberflachenspannungen bei 20° gemessen. Es fand sich, daB bereits bei Rei- 
Konzentrationen von <0,5% die Oberflachenspannung maximal herabgesetzt ist; 
auch mit gréBeren Rei-Konzentrationen la8t sich hinsichtlich der Oberflachen. 
spannung kein gréBerer Effekt erzielen. 

Die Plasmalbestimmung konnte, da mit eiweiBfreier Emulsion gearbeitet 
wurde, ohne Extraktion durchgefiihrt werden. In eine Mischung von 0,2 cem Eis- 
essig und 0,2 cem 2-n.HCl wurden 0,13 cem Emulsion (mit dem Mikropipettiergerat 
von Boguth*) pipettiert, dann gespalten, neutralisiert und schlieBlich mit 1 ccm 
Rei-Lésung verschiedener Konzentrationen und 2 ccm fuchsinschwefliger Saure 
(FSS) versetzt. Da Rei-Lésung eine ,,Pseudoreaktion* (rotstichige Farbe) gibt, die 
sich aber langsamer entwickelt als die Aldehydreaktion (blaustichige Farbe), wurde 
nach der Stoppuhr 15 min mit FSS bei 20° (De war-GefaB) stehen gelassen und dann 
sofort mit ,, Verdiinnungsfliissigkeit“* versetzt und mit Amylalkohol ausgeschiittelt. 
Die in der gleichen Zeit vorgenommene Leerwertbestimmung mit reiner Rei-Lé- 
sung (Pseudoreaktion) wurde von der Hauptbestimmung abgezogen. Im iibrigen 
wurde nach der Vorschrift von Feulgen, Boguth u. Andresen? vorgegangen. 
Waelsch verwendete iibrigens eine andere, auf der Schiffschen Reaktion be- 
ruhende Methode‘. 


Tab. 1 zeigt eine Gegeniiberstellung von Rei-Konzentration, Ober- 
flachenspannung (y) und Extinktionskoeffizient (k). Die Verhaltnisse 
sind gut tibersehbar, wenn man y/y, bzw. k/k, gegen die Rei-Konzen- 
tration c auftragt (Abb. 1). Die beiden Kurven decken sich nicht; die 
Plasmalkurve fallt weniger steil ab als die Oberflachenspannungskurve 
und sinkt noch weiter ab, wenn die Oberflichenspannung langst prak- 
tisch konstant geworden ist. Das spricht dafiir, daB der Waelsch- 
Effekt nichts mit der Oberflachenspannung zu tun hat. 








: Ww. Boguth, diese Z. 285, 93 [1950]. 
4H. Anchel u. H. Waelsch, J. biol. Chemistry 152, 501 [1944]. 
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Tab. 1. c = Rei-Konzentration im Ansatz, y = Oberflichenspannung, k = Ex- 
tinktionskoeffizient bei 1 cm Schichtdicke bei der Plasmalbestimmung (Filter S 53). 
Der Index 0 bezieht sich auf c = 0. 





















































c y bei 20° : : oo 
(g/100 cem) (dyn/cm) 7/70 k k/ko 
0 56,8 1,00 0,257 1,00 
0,017 52,4 0,92 0,252 0,98 
0,1 35,7 0,63 0,238 0,93 
0,2 30,6 0,54 0,226 0,88 
0,5 27,1 0,48 0,196 0,76 
1,0 26,8 0,47 0,158 0,62 
3,0 26,2 0,46 0,111 0,43 
| 10 N 
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Abb. 1. Oberflachenspannung (y/y,) und Plasmalbestimmung (k/ky) bei Zusatz 
verschiedener Konzentrationen (c) von Rei. 


An der Tabelle und Kurve andert sich nichts, wenn die Rei-Zusitze vor der 
sauren Spaltung erfolgen. Ubrigens ist die Oberflachenspannung auch ohne Rei- 
Zusatz durch die Anwesenheit von Essigsiure und Phosphatiden herabgesetzt 
(yH,o = 72,58 dyn/cm bei 20°). 


Versuche mit anderen oberflachenaktiven Substanzen 


Zur Sicherheit wurden auch andere oberflachenaktive Stoffe dem 
Ansatz nach der sauren Spaltung zugesetzt. Alkohole und Carbonsauren 
setzen die Oberflachenspannung um so mehr herab, je groBer ihre Ketten- 


Tab. 2. Zusatz von oberflachenaktiven Stoffen. 


























c y bei 20° ‘ td. 

(Vol.-%) | (dyn/em) | 7/Yo k kk 

0 57,8 1,00 0,207 1,00 

n-Amylalkohol 1 38,9 0,67 0,208 1,00 
2 32,0 0,55 0,208 1,00 

0 57,8 1,00 0,200 1,00 

0,27 53,2 0,92 0,200 1,00 

Isovaleriansaure 1,00 43,2 0,75 0,198 0,99 
2,53 37,2 0,64 0,198 0,99 
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lange ist. n-Amylalkohol und Isovaleriansiure ergaben eine geniigende 
Wirkung auf die Oberflichenspannung, bei der Plasmalbestimmung 
zeigte sich jedoch keine Depression (Tab. 2). So ist z. B. bei einer Amyl- 
alkoholkonzentration von 2 Vol.-% im Ansatz die Oberflaichenspannung 
auf 0,55 herabgesetzt; ware bei Rei-Zusatz der k-Wert von der Ober. 
flachenspannung abhangig, so ware nach Abb. | hier eine Herabsetzung 
des k-Wertes auf 0,87 zu erwarten. 

Ein Zusatz von Fettsiure wurde erreicht durch Zufiigen von plas. 
malfreien Natriumseifen aus Olivenédl, deren Gewinnung bereits be- 
schrieben wurde®. Beim Neutralisieren des Ansatzes nach ‘der Spaltung 
wurde die Menge der zugesetzten Seife st6chiometrisch in Rechnung ge- 
setzt. Beim Zufiigen der Seife wird diese zerlegt, und die Fettsaure 
(Olsiure) fallt verhaltnismaBig fein aus. Wie Tab. 3 zeigt, erfahrt auch 
hier der k-Wert trotz Herabsetzung der Oberflichenspannung keine Ver- 
anderung. 


Tab. 3. Zusatz von Fettsiure (Konzentration ausgedriickt in g/100 cem Na-Seife 
aus Olivendl). 











c y bei 20° ate } ; 
(g/100 ccm) | (dyn/cm) ?/Yo k k/ko 
0 59,2 1,00 0,180 1,00 
0,01 . 52,5 0,93 0,181 1,00 
0,1 36,0 0,64 0,181 1,00 








Ein sog. ,,Fetteffekt“, d. h. Depression der k-Werte bei Anwesenheit von viel 
Fettsaure, Triglycerid oder Lipoid (s. Christ1*), war nicht zu erwarten, da sich hier 
das Plasmal nicht im Innern der in waBriger Phase ausfallenden Fettkliimpchen 
befindet. Bei diesen Versuchen wurde ein geringer Leerwert abgezogen. In keinem 
Fall trat eine Pseudoreaktion ein. 

Weiterhin wurden Zusitze von Glykocholsiure, Saponin (,,Merck‘‘) und 
.. Tween 20“ (Waelsch arbeitete mit ,,Tween 85‘) versucht. Glykocholsaiure gab 
aber eine starke Pseudoreaktion. 1% Saponinzusatz bewirkte nur eine Herabset- 
zung der Oberflachenspannung auf 0,87, und nach dem Ausschiitteln mit Amyl- 
alkohol blieb ein Teil des Farbstoffes in der wiBrigen Phase, so da8 mit diesen Ver- 
suchen nichts anzufangen war. Tween 20 hatte keine so starke oberflachenaktive 
Wirkung wie Rei; hier trat aber eine Depression des k-Wertes ein (Tab. 4); die da- 
bei auftretende Pseudoreaktion war jedoch so stark, daB bei héheren Tween-Kon- 
zentrationen keine Messungen mehr durchgefiihrt werden konnten. 


Tab. 4. Zusatz von Tween 20. 














c y bei 20° ie k k/k 
(g/100 ecm) (dyn/cm) wae “4 
0 59,2 1,00 0,179 1,00 
0,5 40,5 0,68 0,170 0,95 
1,0 39,5 0,67 0,160 0,89 


O. W. Thiele, Z. exp. Med. 121, 246 [1953]. 
H. Christ], diese Z. 298, 83 [1953]. 
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Feulgen? konnte iibrigens die Beobachtung von Waelsch', da8 zugesetztes 
Eiphosphatid die Schiffsche Reaktion hemmt, nicht bestatigen. 


Versuche mit Sulfonsaduren 


Beim Versuch, die die Schiffsche Reaktion hemmende Wirkung 
von Rei zu erklaren, stieBen wir auf die zufallige Beobachtung von 
Schafer’, daB Anwesenheit von gewissen Sulfonamiden ebenfalls diese 
Reaktion hemmt. Amerikanische Autoren publizierten friiher schon iiber 
den Versuch, die histochemische Plasmalreaktion durch Zugabe von Sul- 
fonamid zu blockieren® ®. Man nahm daher zuniachst an, da die Rei- 
Wirkung auf die Schiffsche Reaktion auf der Anwesenheit von Sulfon- 
siure-Gruppen beruht; denn im Rei liegen Salze von Polyalkyl- (oder 
aryl-)-sulfonsiuren vor, wie eine Anfrage bei der Herstellerfirma* be- 
stitigte. Man untersuchte daher, ob nach Zusatz von verschiedenen Sul- 
fonsiuren und anderen schwefelhaltigen Verbindungen — teils vor, teils 
nach der sauren Spaltung — eine Hemmung der Schiffschen Reaktion 
eintritt. Das Ergebnis zeigt Tab. 5. AuBer Aristamid wurden zahlreiche 
andere Sulfonamide versucht; sie blieben aber nicht in Lésung; und 
Solu-Supronal war nicht brauchbar, weil sich in seiner Gegenwart der 
Farsbtoff nicht vollstandig mit Amylalkohol ausschiitteln lieB. 


Tab. 5. EinfluB verschiedener Sulfonsauren auf die Schiffsche Reaktion. 

















Zugesetzter Stoff ——— k/k, Zusatz erfolgte 
Arstamia?™® 20. ss 0,0288 0,31 vor der Spaltung 
Sulfanilamid (inCH,OH) . 0,0288 0,19 vor der Spaltung 
Sulfanilsiure ...... 0,0639 0,38 vor der Spaltung 
Sulfosalicylsaure (Na-Salz) 1,395 0,99 nach der Spaltung 
m-Benzoldisulfonsiure . . 0,0288 1,01 vor der Spaltung | 
BROOCNATID S55 SG ss 0,204 0,99 nach der Spaltung 
Thioharnstoff ...... 0,490 0,99 nach der Spaltung 
J as 0,0288 1,01 nach der Spaltung 
Kaliumrhodanid. . . . . 0,385 1,01 nach der Spaltung 
Natriumsulfat . . . . . . 0,314 0,99 nach der Spaltung 

a, CH, 

** H.N-¢ S-SO,;NH-<¢" DN 

NOH, 


Somit ergab sich, da8 nur dann eine Hemmung der Reaktion ein- 
trat, wenn Stoffe zugesetzt worden waren, die eine freie Aminogruppe 
am Benzolring tragen. 





? Persénliche Mitteilung. 
8 K. A. Oster u. M.G.Mulinos, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 80, 132 
[1944]; diese Arbeit war mir im Original leider nicht zuganglich. 
® R. J. Boscott u. A. M. Mandl, J. Endocrinol. 6, 132 [1949/50]. 
* Rei-Chemie, Boppard a. Rhein. 
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Die Sulfosalicylsiure bewirkt als stark dissoziierte Saure ebenso wie Mineral. 
siuren? eine Hemmung der Schiffschen Reaktion. Diese Wirkung ist nur bei star. 
kerer Konzentration meBbar und ist, im Gegensatz zu der noch zu beschreibenden 
Hemmung durch primare Amine, nicht zeitabhangig, wie am Beispiel der Sulfo. 
salicylsiure experimentell gepriift wurde. Wird die Sulfosalicylsiure mit der be. 
rechneten Menge NaOH neutralisiert, so bleibt eine Hemmwirkung aus. 


Versuche mit Aminen 


Der Zusatz von verschiedenen Aminen und Saureamiden nach der 
Spaltung des Plasmalogens in einer Menge von 0,0288 mMol pro Ansatz 
ergab (Tab. 6), daB aliphatische Amine, sekundare und tertiire Amine 
und Saéureamide keine Hemmwirkung auf die Schiffsche Reaktion ent- 
falten; eine solche wird nur von aromatischen primaren Aminen ausge- 
iibt. Bei den Untersuchungen von Wieland und Scheuing!® tiber den 
Mechanismus der Schiffschen Reaktion ist nichts tiber die hemmende 
Wirkung von Aminen erwahnt. 


Tab. 6. EinfluB von Aminen auf die Schiffsche Reaktion. 




















Zugesetzter Stoff k/ko Zusatz erfolgte 
Harnstoff* .. . 1,00 nach der Spaltung 
Thioharnstoff*? + 0,99 nach der Spaltung 
Methylamin-hy drochlorid . 1,01 nach der Spaltung 
Taurin . : 1,01 nach der Spaltung 
L-Leucin 1,00 nach der Spaltung 
Glycylglycin 0,99 nach der Spaltung 
Hi ‘ J 1,00 nach der Spaltung 

_— | 1,00 vor der Spaltung 
Histidin 0,99 nach der Spaltung 
ee | f 1,01 nach der Spaltung 

| 1,00 vor der Spaltung 
Anilin-hydrochlorid ... . 0,89 nach der Spaltung 
a- Naphthylamin (in CH,OH) prakt. 0 vor der Spaltung 
o-Amino-benzoesdure. . . . 0,44 nach der Spaltung 
m-Amino-benzoesaure 0,82 nach der Spaltung 
p-Amino-benzoesaure 0,13 nach der Spaltung 
Benzamid 1,00 nach der Spaltung 

* 0,622 mMol. ** 0,490 mMol. 


p-Amino-benzoesdure wurde als Testsubstanz fiir weitere Versuche 
benutzt. Dabei fand sich: 
1. Zusatz von p-Amino-benzoesiure (0,0288 mMol) nach der Farb- 


stoffentwicklung hat keinen Einflu3B. 


2. Um zu priifen, ob die FSS blockiert wird, wurde das doppelte 
Volumen FSS verwendet. Dabei war quantitativ kein anderer Effekt zu 


erzielen als bei Verwendung des einfachen Volumens FSS. 


10 H. Wieland u. G. Scheuing, Ber. dtsch. chem. Ges. 54, 2527 [1921]. 
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3. Eine Reaktion des Amins mit dem Aldehyd ist offenbar, wenn 
die Wirkung verschiedener Konzentrationen von p-Aminobenzoesaure 
untersucht wird (Tab. 7). Abb. 2 zeigt die Abhangigkeit der Umsatz- 
gréfe von der Konzentration noch deutlicher. 


Tab. 7. Zusatz von p-Amino-benzoesdure (0,5 min). Einwirkungsdauer der FSS 
18 min bei 20°. 

















p-Amino-benzoesaure k k/k 

(mMol pro Ansatz) [ky 

0 0,227 1,00 

0,0036 0,145 0,64 

0,0072 0,100 0,44 

0,0096 0,082 0,36 

0,0144 0,055 0,24 

0,0288 0,029 0,13 
| 01 
K 064 
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Abb. 2. Abb. 3. 


Abb. 2. Abhangigkeit der Plasmalbestimmung (k/ky) von der Konzentration (c) 
der zugesetzten p-Amino-benzoesiure-Lésung. 


Abb. 3. Abhangigkeit der Plasmalbestimmung (k/ky) von der Zeit (t) bei Zusatz 
von 0,0072 mMol p-Amino-benzoesaure. 


Es handelt sich wahrscheinlich um eine Gleichgewichtsreaktion, da 
das Amin in groBem Uberschu8 vorhanden sein muB, damit eine meBbare 
Reaktion eintritt. So betrigt die Plasmalmenge bei den Versuchen der 
Tab. 7 pro Ansatz 2,23-10-> mMol; um eine Depression des k-Wertes 
auf 0,64 (d.h. um 36%) zu erreichen, sind 3,6-10-? mMol p-Amino- 
benzoesaure notwendig, also eine etwa 160-fache molare Menge. 

4. Eine Abhangigkeit von der Zeit wurde weiterhin festgestellt 
(Tab. 8). Nach saurer Spaltung und Neutralisation des Ansatzes wurde 
p-Amino-benzoesdure zugegeben, dann nach verschiedenen Zeiten fiir 
i5 min FSS. Die nach Tab.8 gezeichnete Kurve (Abb. 3) geht nicht durch 


Tab. 8. Zusatz von 0,0072 mMol p-Amino-benzoesiure fiir verschiedene Zeiten (t) 
bei 20°. Einwirkungsdauer der FSS 15 min. 


(min) 0 0,5 1,0 2,0 3,0 5,0 30,0 
k 0,247 0,109 0,102 0,087 0,077 0,057 0 
klky 1,00 0,44 0,41 0,35 0,31 0,23 0 
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den Anfangspunkt (¢ = 0; k/k, = 1); wenn man bedenkt, daB die Reak. 
tion auch bei Gegenwart von FSS weitergeht und im sauren Milieu wahr. 
scheinlich teilweise riickwarts lauft, so laBt sich der Anfangspunkt der 
Abszisse nicht bestimmen. Jedenfalls ist sicher, daB es sich um eine 
Zeitreaktion handelt. 

Bei den Werten der Tab. 7 wurde die Zeit vom Zusatz der Aminosaure bis 
zum Zusatz der FSS auf 0,5 min bemessen. Bei den Versuchen der Tab. 5 und 6 
wurde auf diese Zeit nicht geachtet (sie betrug aber immer unter | min); vielleicht 
sind z. Tl. darauf die unterschiedlichen Werte k/k, zuriickzufiihren. 

Aus den mitgeteilten Versuchen ist zu schlieBen, daB das primiire 
Amin mit dem Aldehyd (Plasmal) reagiert. Offenbar kommt es zur Bil- 
dung einer Additionsverbindung bzw. einer Schiffschen Base: 

OH 


O | , 
R-CC, + H,N—R’ — - R-CH—NH-—R’ -_ y o> R—CH=N-R’. 


Diese Reaktion geht erfahrungsgemif um so langsamer, je grofer 
die Kettenlange des Aldehyds ist. Papasogli™ stellte als héchste 
-Schiffsche Base das Onanthyliden-«-naphthylamin dar. Héhere Homo. 
loge sind bisher anscheinend nicht bekannt. - 

Wenn auch Schiffsche Basen in saurem Milieu leicht wieder hydrolysieren, 
was sicherlich bei Zugabe des Amins vor der sauren Plasmalogenspaltung der Fall 
ist, so ist anzunehmen, daB nach Neutralisation eine Resynthese stattfindet, da in 
solchen Fallen-auch eine Depression des k-Wertes festzustellen ist (Tab. 5). 

Schiffsche Basen (Aldehydimide) bilden sich auch mit alipha- 
tischen Aminen. Es wurde daher nochmals die Schiffsche Reaktion 
nach Zugabe von aliphatischen Aminen untersucht, die Reaktionszeit 
aber auf 10 min bemessen; dann zeigte sich auch hier eine Reaktion 
(Tab. 9). Aliphatische Amine reagieren mit Plasmal offenbar mit viel 
geringerer Reaktionsgeschwindigkeit als aromatische. 


Tab. 9. Zusatz von Glycylglycin (G) bzw. L-Leucin (L) fiir 10 min bei 20’. 
Einwirkungsdauer der FSS 15 min. 








Zusatz | k | k/k, 
0 0,247 1,00 
0,0288 mMol G 0,220 0,89 
0,0288 mMol L 0,223 0,90 





Der Versuch, Schiffsche Basen aus Stearinaldehyd (durch Reduktion von 
Stearinsdiure erhalten!*) und «-Naphthylamin (analog der Vorschrift von Papa- 
soglil!) bzw. B-Naphthylamin (analog der Vorschrift von Dimroth und Zoep- 
pritz}%) praparativ zu gewinnen, miBlang. 

Die Ursache der hemmenden Wirkung von Rei auf die Schiffsche Reaktion 
muB offenbleiben. Jedenfalls enthalt Rei kein primares Amin; denn es gibt keine 
Isonitrilreaktion, und nach HNO,-Zusatz tritt keine Stickstoffentwicklung oder 
Kupplungsreaktion mit B-Naphthol ein. 

1G. Papasogli, Liebigs Ann. Chem. 171, 137 [1874]. 


12 R. Feulgen u. M. Behrens, diese Z. 117, 221 [1928]. 
13 QO. Dimroth u. R. Zoeppritz, Ber. dtsch. chem. Ges. 35, 984 [1902]. 
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Methodisches 


Praparation von Phosphatid aus Pferdehirn: Ein ganzes Pferdehirn 
(frisch) wurde von Hauten und GefaBen befreit (408 g), grob zerkleinert und einige 
Tage unter Aceton aufbewahrt. Dann wurde abgesaugt und das zerkleinerte Ge- 
hirn im ,,Starmix** mit Aceton gemahlen und 24 Stdn. im Soxhlet mit Aceton 
extrahiert. Die beiden Acetonextrakte wurden getrennt eingeengt, mit Petrolather 
ausgeschiittelt (auf diese Weise vom waBrigen Extrakt getrennt), die petrolaithe- 
rischen Lésungen vereinigt, mit Natriumsulfat getrocknet und schlieBlich vom 
Petrolither weitgehend befreit. Der Riickstand wurde mit Aceton gefallt, mehrmals 
umgefallt und getrocknet: 1,25 g. " mn 

Der Hirnbrei wurde im Soxhlet mit Ather 24 Stdn. extrahiert. Der Ather- 
extrakt wurde vereinigt mit einer ather. Lésung, die durch Ausschiitteln der bei der 
Extraktion mit Aceton gewonnenen waBrigen Extrakte erhalten worden war. Das 
bei Aufbewahrung im Kihlschrank ausgefallene Protagon wurde durch Absaugen 
abgetrennt. Dann wurde der Ather weitgehend abdestilliert, der Riickstand mit 
Aceton wie oben gefallt: 9,77 g. 

SchlieBlich wurde der trockene, im Morser zu einem feinen Pulver zerriebene 
Hirnriickstand mehrmals mit Chloroform-Methanol-Gemisch (1:3 Vol.-Tle.) unter 
RiickfluB ausgekocht. Nach dem Fiitrieren wurde im Vak. eingeengt und wie oben 
mit Aceton gefallt. Die Fallung wurde in Ather gelést und vom atherunléslichen 
Anteil (Protagon) abgetrennt: 8,88 g. 

Nach den Analysen der drei Extrakte erwies es sich als zweckmaBig, das zu- 
letzt gewonnene mit dem aus den Acetonextrakten gewonnenen Phosphatid zu ver- 
einigen. Man erhielt so 9,08 g mit 3,18% P (nach Teorell', 1,75% N nach Kjel- 
dahl), 0,83% Cholin-N (nach Beattie!) und 2,78% Plasmal (nach Feulgen und 
Mitarbb.*, s. auch Thiele!*). Dieses Phosphatidgemisch wurde unter Aceton auf- 
bewahrt und bei Bedarf jeweils eine kleine Menge getrocknet und zu etwa 0,2% mit 
Wasser verrieben, wobei man eine stabile kolloidale Lésung erhielt, die leicht 
milchig getriibt war. Im Kihlschrank war die Lésung 10 Tage unverandert halt- 
bar; bei langerer Aufbewahrung zeigte sich Pilzwachstum. 

Die Bestimmung der Oberflaichenspannung wurde anfangs durch 
Messung der kapillaren Steighéhe, spaiter aber stets stalagmometrisch bei 20° 
(Dewar-GefaB8) vorgenommen. Beide MeBmethoden lieferten iibereinstimmende 
Werte. 


Die Untersuchungen wurden ‘durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Es wurde nachgewiesen, daB die hemmende Wirkung (,,Waelsch- 
Effekt**) von Waschmitteln (Rei) auf die Schiffsche Reaktion nicht mit 
der Herabsetzung der Oberflaichenspannung zusammenhangt. Auch mit 
den im Rei enthaltenen Sulfonsiuregruppen hat die hemmende Wir- 
kung nichts zu tun, wie Untersuchungen mit Zusitzen von Sulfonamiden 
und anderen schwefelhaltigen Stoffen zeigten. Eine Hemmung trat aber 
dann ein, wenn eine freie NH,-Gruppe zugegen war; aromatische Amine 
reagierten dabei viel rascher als aliphatische. Es wurde gezeigt, daB das 
Plasmal durch primare Amine blockiert wird. Wahrscheinlich erfolgt 
eine Bildung von Additionsprodukten bzw. Schiffschen Basen. 


14 T, Teorell, Biochem. Z. 280, 1 [1931]. 
16 F. J. R. Beattie, Biochem. J. 30, 1554 [1936]. 
16 O. W. Thiele, diese Z. 300, 131 [1955]. 
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Summary 


It was shown that the inhibiting effect (Waelsch effect) of the deter. 
gent Rei on Schiff’s reaction has no connection with the reduction of the 
surface tension. The inhibiting effect also has nothing to do with the 
sulphonic acid groups contained in Rei as was shown by experiments 
carried out with additions of sulphonamides and other sulphur-contai- 
ning substances. Inhibition only occurs if a free NH, group is present, 
Aromatic amines react much more rapidly than do aliphatic amines. It 
was shown that plasmal is blocked by primary amines. The formation of 
addition products or Schiff’s bases probably takes place. 
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Die komplex gebundenen Lipoide 
yon Diphtheriebakterien aus verschiedenen Nahrlésungen 
VI. Mitteil. iiber Bakterienlipoide 
Von 
S. Cmelik 

Aus dem Centralen Hygienischen Institut, Zagreb, Jugoslavien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Februar 1955) 


Die komplex gebundenen Lipoide aus Diphtheriebakterien wurden 
zum ersten Male von Chargaff? isoliert und dann von Asano und Taka- 
hashi? naher untersucht. Sie fanden darin einen rotbraunen Carotinoid- 
farbstoff, die gesattigten C,,-, Cy4-, Cy¢-, Cyg- und Cy,-Sauren sowie 
Hexadecensaure. AuBerdem isolierten sie nach dem Verseifen Dioxy- 
aceton, D-Glucosamin, Leucin und Glutaminsiure. Gubarev und 
Mitarbb.* untersuchten diese Lipoide ebenfalls und fanden, daB sie 
hauptsachlich aus freien Fettsiuren bestehen. Die Anwesenheit von 
Phosphatiden konnten sie nicht bestatigen. In der letzten Zeit isolierte 
Lubenets?* eine Anzahl von Fraktionen, darunter auch eine, die Eigen- 
schaften eines Lipoproteins besaf. 


In einer friiheren Mitteilung® untersuchten wir den Einflu8 ver- 
schiedener Nahrlosungen auf den Gehalt verschiedener Lipoidfraktionen 
und fanden dabei, daB der Gehalt von komplex gebundenen Lipoiden 
ziemlich beeinfluBt werden kann. Da wir in diesen Fraktionen stets er- 
hebliche Mengen Phosphor fanden, schien uns die Behauptung von 
Gubarev, tiber die Abwesenheit von Phosphatiden wenig glaubhaft, 
um so mehr, da ja Phosphatide in komplex gebundenen Lipoiden vieler 
Bakterienarten gefunden wurden®. Wir fraktionierten diese Lipoide sorg- 
faltig und berichten im folgenden tiber die Ergebnisse. 


1 EK. Chargaff, diese Z. 218, 223 [1933]. 
2 M. Asano u. Takahashi, J. pharmac. Soc. Japan 68, 186 [1948]. 
3 E.M.Gubarev, A. B.Gabrilowich u. E.I.Shtulbaum, Biokhimya 
[russ.] 17, 303 [1952]. 

4 E. K. Lubenets, Biokhimya [russ.] 19, 11 [1954]. 

5 §. Cmelik, Schweiz. Z. Pathol. Bakteriol. 17, 289 [1954]. 

6 G. G. Freeman u. T. H. Anderson, Biochem. J. 35, 564 [1941]; A. A. Mi- 
les u. N. W. Pirie, Brit. J. exp. Pathol. 20, 83 [1939]; W. T. J. Morgan u. S. M. 
Partridge, Biochem. J. 34, 169 [1940]; 35, 1140 [1941]; M. Ikawa, J. B. 
Koepfli, S.G. Mudd u. C. Niemann, J. Amer. chem. Soc. 75, 3438 [1953]. 
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Methodisches 


Das Material 

Untersucht wurden komplex gebundene Lipoide aus Bakterien (Stamm PW8), 
die auf Nahrlésungen nach Loiseau- Philippe’ (,,Martin-Bouillon“), Linggood. 
Fenton§& (,,Papain-Bouillon’) und Levine-Nyman-Edsall® (halbsynthetische 
Nahrlésung) geziichtet wurden. Aus den mit Aceton, Ather-Alkohol (1:1) und 
Chloroform vollig extrahierten Bakterien wurden die komplex gebundenen Lipoide 
mit Ather-Alkohol, enthaltend 1% Salzsiure, bei Zimmertemperatur extrahiert, 
wobei man einen wasserléslichen (I) und einen chloroformléslichen Anteil erhielt, 
Der letztere wurde eingedampft, im Vak. getrocknet und mit Ather digeriert. Dieser 
Auszug lieferte nach dem Einengen und Fallen mit Aceton + MgCl, die Phospha. 
tide (II). Durch zwei- bis dreimaliges Umfiallen erhielt man sie in Form eines weiBen 
Pulvers. Durch das Konzentrieren der Acetonlésungen erhielt man die ather- und 
acetonlésliche Fraktion (III), wahrend nach dem Behandeln des urspriinglichen 
Extraktes mit Ather die chloroformlésliche und atherunlésliche Fraktion (IV) 
zuriickblieb. Eine Ubersicht iiber die Verteilung dieser Fraktionen gibt Tab. 1, 


Tab. 1. Verteilung verschiedener Fraktionen in den komplex gebundenen Lipoiden 
von C. diphtheriae. 











Sastintien Martin- Papain- Halbsynthetische 
_— Bouillon Bouillon Nahrlésung 
Phosphatide (II) % 38,6 29,8 38,5 
Acetonléslich (ITT) % 55,1 55,0 44,5 
Atherunléslich (IV) % 6,3 15,2 16,9 


Die Phosphatide 

Die acetonunloéslichen Fraktionen (IL) wurden mit 5-proz. Kalilauge in Metha- 
nol 45 Min. bei 100° verseift, mit Schwefelsiure angesauert, bis die Lésung ungefahr 
normal war und dann weitere 30 Min. auf dem Wasserbade erhitzt. Nach dem Aus. 
schiitteln der ausgeschiedenen Fettsiuren mit Ather blieb in der waBr. Schicht eine 
unlésliche Substanz mit 8-9% Stickstoff, die in 90-proz. Alkohol léslich war, zuriick. 
Die Substanz wurde in Butanol- Eisessig - Wasser (4:1:5) chromatographiert und 


Tab. 2. Zusammensetzung der Phosphatide aus den komplex gebundenen Lipoiden. 




















Martin- Papain- Halbsynthetische 

Bouillon Bouillon Nahrlésung 
Stickstoff . % 1,56 1,87 1,57 
Phosphor . as 3,49 2,82 2,44 
N:P, molar . pas 0,6 0,9 1,4 
Gesamtfettsiuren % 48,4 52,2 35,5 
Feste Saiuren % 44,6 51,9 57.6 
Flissige Fettsauren. . % 53,5 47,6 1,2 
Fettsiuren: P, molar . . 1,65 1,96 1,80 
Atherunléslich % 0 2.8 24 
Wasserloslich % 51,6 45.0 61,8 


? G. Loiseau u. M. Philippe, Ann. Inst. Pasteur 62, 469 [1939]. 
8 F. V. Linggood u. E. L. Fenton, Brit. J. exp. Pathol. 28, 354 [1947]. 
® L. Levine, L. Nyman u. G. Edsall, J 


. Immunology 68, 219 [1949]. 
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dann ein Streifen mit Ninhydrin und einer mit Sudanschwarz angefarbt. Mit Nin- 
hydrin bekam man keine Farbung, wahrend sich mit Sudanschwarz ein scharf be- 
grenzter dunkler Fleck zeigte. Nach 4-stdg. Hydrolyse mit 6-n.HCl zerfiel die Sub- 
stanz in eine atherlésliche Saure und in einen wasserléslichen Anteil. Die papier- 
chromatographische Untersuchung des letzteren (24 Stdn. in Phenol-Wasser) zeigt 
die Anwesenheit folgender Aminoséuren: Asparaginsaure, Glutaminsaure, 
Serin, Glykokoll, Alanin, Tyrosin, Valin, Leucin und Arginin. 

Die Fettsiuren wurden iiber die Bleisalzmethode!® in feste und fliissige Sauren 
getrennt (s. Tab. 2). 

Bei den Saurefraktionen bestimmte man die Neutralisationszahl, bzw. das 
Aquiv.-Gewicht durch Titration mit n/20-KOH. Fiir die fliissigen Sauren be- 
stimmte man die Jodzahl nach Hanus (s. Tab. 3). 


Tab. 3. Eigenschaften der Fettsiuren aus den Phosphatiden 
der komplex gebundenen Lipoide. 





Martin- | Papain- | Halbsynthet. 
Bouillon | Bouillon Nahrlosung 

















Sinn ‘Petunia Neutr.-Zahl 216,5 | 227,2 224,9 
epee : Aquiv.-Gew. 259,1 246,8 249,4 
Neutr.-Zahl 219,1 197,4 222,0 

Flissige Fettsauren Aquiv.-Gew. 256,0 284,2 252,7 
Jodzahl 99,2 125,6 102,4 


Die festen Fettsiuren des ,,Papain-Phosphatids“ wurden 3mal aus Aceton 
unkristallisiert, wobei die Neutr.-Zahl von 287,3 auf 201,8 fiel. Das Produkt er- 
wies sich als Stearinsaure. 

26,4 mg Sbst.: 1,90 cem n/20-KOH. 

C,,H3,0, Ber. Aquiv.-Gew. 284,46, Neutr.-Zahl 197,02 
Gef. Aquiv.-Gew. 278,03, Neutr.-Zahl 201,8 
Die Substanz schmolz bei 64° und gab mit reiner Stearinsaure keine Depression. 
p-Brom-phenacylester!: aus 100 mg Substanz und 100 mg p-Brom-phenacyl- 
bromid. Schmp. 90°, mit »-Brom-phenacylester aus reiner Stearinséure (Schmp. 92°) 
keine Depression. 

Aus der ersten Mutterlauge der umkristallisierten Stearinsiure erhielt man 
eine Siure mit Neutr.-Zah] 159,2 und Aquiv.-Gew. 352,4. Es kénnte sich um ein 
Gemisch von C,,- und C,,-Saéuren handeln. 

Die ungesattigten Fettsiuren des ,,Papain-Phosphatids gaben beim Behan- 
den mit Brom in Ather ein Bromid, das nicht véllig in Benzol léslich war. Der in 
Benzol lésliche Anteil schmolz bei 178°. 

Die Fettséuren anderer Phosphatide konnten infolge geringer Ausbeute nicht 
niher untersucht werden. 

Im wasserléslichen Anteil aller drei Phosphatide konnte man mit der Reaktion 
nach Molisch keine Zucker nachweisen. Die Inositreaktion nach Scherer-Gallois!” 
fiel ebenfalls negativ aus. Die Anwesenheit von Glycerin konnte man durch Oxy- 
dation mit Perjodsdure!® nachweisen. Cholin versuchte man als Reineckat!4 und 
mit der Florenceschen Reaktion!® nachzuweisen, jedoch fielen die Reaktionen in 
allen Fallen negativ aus. 


10 KE. Twitchell, Ind. Engng. Chem. 18, 806 [1921]. 
1 N. L. Drake u. J. Bronitsky, J. Amer. chem. Soc. 52, 3715 [1930]. 
2 P. Fleury u. P. Balatre, Les inositols, chimie et biochimie. Paris 1947. 
13 W.N. Ramsay u. C. P. Stewart, Biochem. J. 35, 39 [1941]. 
144 J. Kapfhammer u. C. Bischoff, diese Z. 191, 179 [1930]. 
_ 1 E. Bamannu. K. Myrback, Die Methoden der Fermentforschung Bd. 2, 
8. 1689, Leipzig 1941. 
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Durch eindimensionale Chromatographie (28 Stdn. in Phenol auf Whatman. 
Filterpapier Nr. 1) konnte man in allen Phosphatidhydrolysaten Glutaminsaure, 
Glykokoll, Alanin, Valin und Leucin auffinden. Diese Aminosiuren werden 
wahrscheinlich bei der sauren Extraktion der komplex gebundenen Lipoide abge. 
spalten, da sie ebenfalls bei der Chromatographie der unhydrolysierten Phospha. 
tide sowie des wasserléslichen Riickstandes (I) nachgewiesen wurden. 


Der acetonlésliche Anteil (III) 

Diese Fraktion wurde nur von Bakterien aus der Martin-Bouillon und aus der 
halbsynthetischen Nahrlésung untersucht. Ausschiitteln der ather. Lésung mit 
4-proz. Natriumhydrogencarbonatlésung und 2-proz. Natronlauge zeigte nur Spuren 
freier Sauren an. Die Lipoide wurden dann mit 5-proz. methanol. Kalilauge 30 Min, 
verseift, ein Teil des Methanols abdestilliert, mit Wasser verdiinnt und das Unver. 
seifbare mit Ather ausgeschiittelt. Bei den Lipoiden der halbsynthetischen Nahr. 
losung gingen die Natriumsalze der Fettsiuren in die ather. Lésung und muBten 
vorher mit 20-proz. Salzsiure behandelt werden. Die Ergebnisse der Bearbeitung 
zeigt Tab. 4. 


Tab. 4. Eigenschaften der Lipoide aus dem acetonléslichen Anteil (III). 














Martin-Bouillon ~~ yn — etdache 
Nahrlésung 

Stickstoff. ....... % 2,08 1,55 
Phosphor. ....... % 0,37 0,16 
Unverseifbares ..... %| - 5,8 -- 
Gesamtfettsiuren .... % 43,8 53,5 
Feste Fettsuren ... . % 52,0 95,0 
Neutr.-Zahl fester Fett- 

«is Snare 224.5 126.5 
Fliissige Fettsuren. . . . % 46,4 5,0 
Jodzahl fliissiger Fett- 

See cee eee rs 78,4 — 


Die festen Fettsiuren der,,Martin-Lipoide‘‘ wurden mit 10ccm Methanol und 
1 ccm konz. Schwefelsaure 8 Stdn. esterifiziert, dann mit Wasser verdiinnt und mit 
Ather ausgeschiittelt. Die ather. Lésung wurde mit Wasser gewaschen, mit Na- 
triumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel verdampft. Bei der Destillation des 
Riickstandes unter 1,3 mm erhielt man ein bei 136° siedendes Ol, das beim Ver- 
seifen Palmitinsaure gab. 

47,9 mg Sbst.: 3,68 ccm n/20-KOH. 

C,e6H3.0, Ber. Aquiv.-Gew. 256,3 Neutr.-Zahl 218,92 
Gef. Aquiv.-Gew. 260,3 Neutr.-Zahl 215.5 
Schmp. 61°; mit reinster Palmitinsiure (Schmp. 63°) keine Depression. 











Nr. Lésungsmittel Eluat (mg) 
1 Petrolather . 27,8 

2 Petrolither ...... 23.2 

3 Petrolither-Benzol (9:1) 6,2 

4 Petrolather-Benzol (1:1) 50,2 

5 Benzol..... . a 17,5 

6 Benzol-Ather (19:1) 5 

7 Benzol-Ather (1:1) . 2.7 

8 Ather. ..... , 9,7 

9 Methanol . . 26,4 
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Die festen Fettsiuren der Lipoide aus der halbsynthetischen Nahrlésung 
wurden 3 Stdn. mit 10 ccm Methanol und 0,5 ccm Schwefelsaure esterifiziert. Der 
Methylester wurde in Ather aufgenommen, mit Wasser gewaschen und nach dem 
Abdampfen des Lésungsmittels im Vak. getrocknet. Die weitere Reinigung folgte 
chromatographisch. 160 mg wurden in 10 ccm Petrolather aufgelést und iiber 5 g 
Aluminiumoxyd (Riedl) chromatographiert. Fraktionen von je 20 cem wurden auf- 
gefangen. 

Die Fraktionen 1 u. 2 lieferten nach dem Verseifen und Ausschiitteln mit 
Ather eine Saure mit Meet -Zabl 80,0 und Aquiv.-Gew. 701,3. 

Frakt. 4 wurde ebenfalls verseift und in Ather aufgenommen. Die rohe Saure 
schmolz bei 45°; Neutr.-Zahl 92,7. Dreimal umkristallisiert schmolz sie konstant 
bei 68°; Neutr.-Zahl 110,15, Aquiv.-Gew. 509,3. Der Misch-Schmelzpunkt mit 
reiner Corynomycolsaure, C,,H,,03,* war erniedrigt. 


Der atherunlésliche Anteil (IV) 


Diese Fraktion bildete den kleinsten Anteil der komplex gebundenen Lipoide, 
und dieser Umstand erschwerte deren eingehende Untersuchung. Durch 1-stdg. 
Hydrolyse mit 6-n. HCl konnten diese Substanzen in einen alkoholléslichen Anteil 
und eine atherlésliche Saure gespalten werden. Die alkohollésliche Fraktion ist 
stickstoffreich und liefert beim weiteren Abbau mit Salzsiure noch eine bestimmte 
Menge von Fettsauren. Die Hydrolyse ist nach ungefaihr 10—12 Stdn. beendet. Die 
Neutralisationszahlen der isolierten Sauren deuten auf das Vorhandensein hoch- 
molekularer Fettsauren. 


Tab. 5. Eigenschaften der Lipoide aus dem atherunléslichen Anteil. 




















Martin- Papain- Halbsynthetische 
Bouillon Bouillon Nahrlésung 
Stickstoff ......% 7,16 8,06 7,35 
Fettsauren . . by A 26,6 11,3 24,06 
Neutr.-Zahl der Fettsiuren 112,4 144,0 104,5 
Aquiv.-Gew. der Fettsauren 499,2 389,5 536,9 
Butanol 
r) 
c 
< 
Abb. 1. Chromatogramm des Hydroly- © 


sats der atherunléslichen Fraktion (IV) 
1.Cystin-Abbauprodukte; 2. Cysteinsaure ; 
3. Asparaginsiure; 4. Glutaminsaure; 
5. Serin; 6. Glykokoll; 7. Threonin; 8. Ala- 
nin; 9. Unbekannt; 10. Lysin; 11. Argi- 
nin; 12. Histidin; 13. Prolin; 14. Unbe- 
kannt; 15. Tyrosin; 16. Valin; 17. Phenyl- 
alanin; 18. Leucin. 














* Herrn Dr. E. Lederer, vom Institut de Biologie Physico-Chimique, Paris, 
danken wir herzlichst fiir eine Probe reiner Corynomycolsaure. 


12* 
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Die zweidimensionale Chromatographie des wasserléslichen Anteiles der Hy. 
drolysate in Butanol und Phenol'® zeigte die Anwesenheit von ungefahr 18 Amino. 
siuren. In den Hydrolysaten aller drei Substanzen waren die gleichen Amino. 
siuren enthalten. Uberall herrschten Glutaminsaure, Alanin, Valin und Leucin 
vor. Abb. 1 zeigt ein typisches Chromatogramm eines solchen Hydrolysates. 


Diskussion 


Die Untersuchungen zeigen, dai auch die Diphtheriebakterien ein 
Phosphatid als Bestandteil der komplex gebundenen Lipoide enthalten, 
Dieses Phosphatid unterscheidet sich von dem bisher beschriebenen 
atherléslichen Phosphatid!’ durch einen bedeutend héheren Phosphor. 
gehalt, einen erhéhten Stickstoffgehalt sowie durch das Fehlen von Cho. 
lin und Corynomycolsaure!*. Der Anteil von Fettsaéuren ist auffallend 
klein und darunter scheinen keine héheren als C,,-Fettsiuren ver. 
treten zu sein. Bemerkenswert ist die Anwesenheit einer Komponente 
von Lipoprotein- oder Lipopeptidnatur. Sie liBt sich vom Phosphatid. 
molekil leicht abspalten, ist aber fiir sich ziemlich schwer spaltbar, da 
_ sie erst nach langerer Hydrolyse in Aminosiuren und freie Fettsiuren 

zerfallt. Ob das Phosphatid in dieser Form an EiweiBstoffe und Poly. 
saccharide gebunden ist, kann man nur vermuten, da es ja waihrend der 
sauren Extraktion durch einen teilweisen Abbau zustande gekommen 
sein kénnte. Dafiir kénnte auch die Tatsache sprechen, daB in diesen 
Phosphatiden keine Kohlenhydrate gefunden wurden. 

Die acetonléslichen Fraktionen bestehen teilweise aus freien, teil- 
weise aus veresterten Fettséuren und enthalten eiweiBartige Verbin- 
dungen sowie etwas Phosphor. Solche phosphorhaltigen, acetonléslichen 
Lipoide, tiber deren Natur wir noch nichts naheres wissen, fanden wir 
auch bei einigen anderen Bakterienarten'®. Aus dieser Fraktion isolierten 
wir eine héhermolekulare Fettsdure, deren Aquiv.-Gewicht 509 der Cory- 
nomycolsiure entsprach (Pudles!’). Sie scheint aber nicht mit dieser 
identisch zu sein. 

Bei der atherunléslichen Fraktion wird es sich um Lipoproteine 
handeln. Sie zerfallen bei der alkalischen Hydrolyse sehr schnell in Fett- 
siuren und eine stickstoffreiche Substanz, die erst bei langerer Einwir- 
kung von starker Salzsaéure in Fett- und Aminosiuren gespalten wird. 
Uber eine sehr bestandige Bindung bei komplex gebundenen Lipoiden 
aus Diphtheriebakterien berichtet auch Lubenets*, der darin auch 
Cholesterin nachgewiesen zu haben glaubt. Wir konnten diese Behauptung 
von Lubenets nicht bestatigen. Es wird sich, wie auch im Falle von 
Crowder und Anderson?°, um eine aus dem Naihrmedium herriihrende 


16 R.Consden, A.H.Gordon u. A. J.P. Martin, Biochem. J. 38, 224 
[1944]. 

” E.Chargaff, diese Z. 201,191 [1931]; M. Asano u. H. Takahashi, 
J. Pharm. Soc. Japan 65, 81 [1945]; J. Pudles, Dissertat. Paris, 1953. 

18 KE. Lederer u. J. Pudles, Bull. Soc. chim. Biol. 38, 1003 [1951]. 

19 §. Cmelik, Unverdéffentlichte Ergebnisse. 

20 J. A. Crowder u. R. J. Anderson, J. biol. Chemistry 97, 393 [1932]. 
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Verunreinigung handeln. Ihren Eigenschaften nach zeigt diese Lipoid- 
fraktion eine bestimmte Ahnlichkeit mit dem von West phal und Liide- 
ritz2! durch Spaltung von Lipopolysacchariden erhaltenen Lipoid A. 
Die groBe Anzahl von Aminoséuren im Hydrolysat deutet aber darauf 
hin, daB es sich bei der stickstoffhaltigen Komponente um ein Protein 
handeln muB. Da man darin keine Kohlenhydrate fand, kann man vor- 
aussetzen, daB sie durch Behandeln mit dem salzséurehaltigen Losungs- 
mittel schon bei der Extraktion abgespalten worden sind. 

Die untersuchten Lipoide stammten von Bakterien, die auf ver- 
schiedenen Nahrlosungen, aber unter gleichen Bedingungen, geziichtet 
und dann unter gleichen Bedingungen extrahiert wurden. Man kann da- 
her annehmen, da die Zusammensetzung der Nahrlosung nicht nur 
een groBen Einflu8 auf die Menge gebildeter Lipoidfraktionen® ”?, 
sondern auch auf ihre qualitative Zusammensetzung ausiiben muB. In 
der Literatur tiber Bakterienlipoide findet man fast nichts iiber der- 
artige Untersuchungen. Weitere Forschungen auf diesem Gebiete werden 
natiirlich unter der Beriicksichtigung dieser Gesichtspunkte durchge- 
fihrt werden miissen. 


Zusammenfassung 


Komplex gebundene Lipoide von Diphtheriebakterien, auf verschie- 
denen Nahrlésungen geziichtet, wurden untersucht. Sie bestanden aus 
einem Phosphatid, einer acetonléslichen und einer atherunléslichen Frak- 
tion. Die Phosphatide enthielten Stearinséure und wahrscheinlich 
Hexadecensaure. Aus der acetonléslichen Fraktion wurden Palmi- 
tinséure und eine héhermolekulare Séure mit ungefaéhr 32 C-Atomen, 
die mit Corynomycolséure wahrscheinlich nicht identisch ist, isoliert. 
Die atherunléslichen Fraktionen sind ein Symplex von Protein und héher- 
molekularen Fettsaéuren. Es zeigte sich, daB das Naihrmedium auch die 
qualitative Zusammensetzung der Lipoide beeinfluBt. 


Summary 


Firmly-bound lipids of diphtheria bacteria, grown on various cul- 
ture media, were investigated. They consisted of a phosphatide, an ace- 
tone-soluble and an ether-insoluble fraction. The phosphatides contained 
stearic acid and probably hexadecenoic acid. Palmitic acid and 
a higher molecular acid with approximately 32 carbon atoms, which is 
probably not identical with corynomycolic acid, were isolated from the 
acetone-soluble fraction. The ether-insoluble fraction is a symplex of 
protein and higher molecular fatty acids. It was found that the culture 
medium also influences the qualitative composition of the lipids. 


21 O. Westphal u. O. Liideritz, Angew. Chem. 66, 407 [1954]. 

22 A. Frouin u. M.Guillaumie, Bull. Soc. chim. Biol. 8, 1179 [1926]; 
M. Stephenson u. M. D. Whetham, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B. 93, 262 
{1922]; E. Chargaffu. J.Dieryck, Biochem. Z.255, 319[1932]; W. B.Geiger jr. 
u.R. J. Anderson, J. biol. Chemistry 129, 519 [1939]. 
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Haminkatalysierte Oxydation ungesattigter Fettsduren 


im Blut anaimischer Kaninchen 
Von 
S. Rapoport, W. Gerischer-Mothes und C. Nieradt 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Humboldt-Universitaét, Berlin, 
Direktor: Prof. Dr. 8. Rapoport 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Januar 1955) 


Im Verlauf von Untersuchungen iiber den Atmungsstoffwechsel von 
Reticulocyten wurde beobachtet, daB die starke Atmung reticulocyten- 
haltigen Vollblutes durch Himolyse, ganz gleich wie sie hervorgerufen 
sei, weitgehend verringert wird. Vereinzelte Vollbluthimolysate zeigten 
jedoch eine besonders starke Sauerstoffzehrung. Gegenstand des vor. 
liegenden Berichtes sind Experimente zur Aufklarung dieser Erscheinung. 


Material und Methoden 


Die Untersuchungen wurden an Kaninchen, die eine gemischte Griinfutter- 
und Kartoffelnahrung erhielten, durchgefiihrt. Den Tieren wurden in regelmaBigen 
Abstanden, gewohnlich jeden zweiten Tag, 20—40 m/ Blut aus der Ohrvene ent- 
nommen. Bei allen Versuchen, soweit nicht anders angegeben, wurde das Blut von 
Tieren nach langerer und fortgesetzter Entblutung verwendet. 


Die Gefrierhimolysate wurden wie folgt hergestellt: Das Blut wurde durch 
Schiitteln mit Glasperlen defibriniert. Dann wurde es in 1—2 mm diinner Schicht 
auf etwa — 12° gebracht, was etwa '/, Min. beanspruchte, 10 Min. bei der tiefen 
Temperatur gehalten und dann bei + 10° aufgetaut. Bei diesem Verfahren geniigte 
einmaliges Frieren, um eine komplette Hamolyse zu bewirken. 

Die Sauerstoffzehrung wurde im Warburg-Apparat bei 38° gemessen. Im Gas- 
raum war Luft, im Einsatz gewohnlich 0,2 m/ 5-n.KOH. Eine Ausgleichperiode 
von 12 Min., die sich als ausreichend erwiesen hatte, wurde der Messung vor- 
geschaltet. 

Die py-Bestimmung wurde mittels einer Glaselektrode bei 25° durchgefiihrt. 

Die Bestimmung von Hamiglobin und Gesamthamoglobin wurde als Hami- 
globincyanid in Anlehnung an Evelyn und Malloy‘ durchgefiihrt. Die Hamoglo- 
binmessung erfolgte wie folgt: Es wurden Blutproben von 0,1 und 0,2 ml mit 10 ml 
m/60-Phosphatpuffer von py 6,6 verdiinnt und die Extinktion mit Rotfilter vor 
und nach Zugabe eines Tropfens einer neutralisierten 10-proz. Natriumcyanid- 
Lésung gemessen. Die Extinktionsverminderung, die proportional dem Hami- 
globingehalt ist, wurde mit Hilfe einer Eichkurve ausgewertet. Im AnschluB erfolgte 
die Gesamthimoglobinmessung an derselben Lisung, von der 2 ml mit 8 ml m/15- 
Phosphat verdiinnt und mit einem Tropfen 20-proz. Kaliumeisen(III)-cyanid ver- 
setzt wurden. Dadurch wurde das gesamte Hamoglobin in Hamiglobincyanid ver- 
wandelt. Diese Messungen erfolgten mit einen Griinfilter. 


1K. A. Evelyn u. H. T. Malloy, J. biol. Chemistry 126, 655 [1938]. 
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Die Lipoidverteilung im Plasma wurde nach der Methode von Wilson und 
Hansen? durchgefiihrt. An einigen Proben wurde die Jodzahl auch nach Trappe? 
bestimmt. 

Die Erythrocyten-Lipoide wurden in der gleichen Art an dreifach gewasche- 
nen Erythrocytensuspensionen bestimmt. Der P-Lipoidgehalt wurde am Alkohol- 
Atherauszug gemessen. 

Der Peroxydgehalt wurde in Anlehnung an Balls et al.4 bestimmt. Das Rea- 
gens enthielt 2,5 g Ammoniumrhodanid, 0,05 g Eisen(III)-ammoniumsulfat und 
5 ml konz. Schwefelséure auf 500 m/ Methanol. Am Plasma wurden Bestimmungen 
auf direktem Wege, d. h. durch Zufiigung von 10 ml Reagens zu 1 mi Plasma, ge- 
folgt von 2 Min. langem Erhitzen auf 60°, ebenso wie nach vorhergehender Extrak- 
tio der Lipoide mit Alkohol-Athergemisch 3:1 und nachfolgender Zugabe von 
Reagens zum Extrakt durchgefiihrt. Beide Methoden gaben die gleichen Resultate. 
Bei Vollblut wurde nur nach vorhergehender Extraktion der Lipoide mit Alkohol- 
Ather gemessen. Die Werte sind in Extinktionseinheiten, die mit einem griinen 
Filter gemessen wurden, angegeben. 


Ergebnisse 


Die groBe Sauerstoffzehrung trat nur bei langerer und fortgesetzter 
Entblutung auf. Beziehungen zur Reticulocytenzahl waren nicht fest- 
stellbar. Hingegen fiel auf, daB das Auftreten der Himolyseatmung mit 
dem Erscheinen einer milchigweiBen Triibung des Plasmas einherging. 

In Tab. 1 ersieht man aus Versuchen an zwei Tieren deutlich die 
Beziehung zwischen Triibung und Sauerstoffzehrung. Das Auftreten der 
Triibung ist nicht von der Dauer der Entblutung oder vom Hamatokrit 


Tab. 1. Sauerstoffzehrung von Vollbluthamolysaten in Abhangigkeit von Ent- 
blutungsdauer und Plasmatriibung. 
Es wurden 2 je 3,5 kg schwere Kaninchen verwendet. Dem Tier 691 wurden 
jeden 2. Tag 40 ml abgenommen und nach dem 9. Tag taglich 20—30 ml. 
Tier 699 wurde durch 39 Tage hindurch jeden 2. Tag entblutet. Nach 4-tagiger 
Pause wurde taglich Blut abgenommen. 























oe Hamatokrit Sauerstoff-Verbrauch 
Ti set Plasma- 
ier 
Siias a tribung 60 Min. 120 Min. 
8 /o ul/ml Z ul/ml Z 
691 0 40 — 22 38 
9 16 ~: 70 90 
10 16 4 260 500 
12 18 - 1110 1560 
13 18 +++ 1330 2340 
699 23 18 ++ 1790 1880 
39 16 +++ 2420 3510 
4 Pause 19 + 170 240 
3 17 a 310 490 
8 16 +44 1460 2560 
9 13 +++ 2210 3320 
2 Pause 16 +++ 2240 2840 








W.R. Wilson u. A. E. Hansen, J. biol. Chemistry 112, 457 [1936]. 
V.T 


7. Trappe, Biochem. Z. 296, 180 [1938]. 
. K. Balls, B. Axelrod u. M. W. Kies, J. biol. Chemistry 149, 491 [1943]. 
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abhangig; beim Tier 699 brachte eine viertagige Pause nach voran. 
gehender 39tagiger Entblutung nur eine kleine Erhdhung des Haimato. 
krits mit sich. Plasmatriibung und Sauerstoffzehrung des Hamolysats 
waren aber groBenteils verschwunden. 

Die Sauerstoffzehrung war nur beim Vollbluthamolysat festznu- 
stellen. Weder hamolysierte Erythrocyten fiir sich, noch Plasma aillein 


xRz+RPL| ss | 
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Abb. 1. i Abb. 2. 


Abb. 1. Vergleich der Sauerstoffaufnahme von Vollblut (VBL), Vollbluthimolysat 
(VBL Ham.), gewaschener Zellsuspension (RZ Susp.) und aus ihr hergestelltem Hi- 
molysat (RZ Ham.). Es wurden jeweils 1 m/ untersucht, und die Werte auf | mi 
Zellen bezogen. 
Abb. 2. Sauerstoffaufnahme verschiedener Kombinationen von Zellen und Plasma. 
Geprift wurden: Entblutungszellen + Entblutungsplasma (RZ + RPL), + Nor. 
malplasma (RZ + NPL), und + Locke-Lésung (RZ + Locke); ebenso Normalzellen 
+ Entblutungsplasma (NZ + RPL), und + Normalplasma (NZ + NPL). Es 
wurden 0,5 ml Zellen oder Plasma verwendet. 


zeigten einen wesentlichen Sauerstoffverbrauch. Das steht im Gegensatz 
zu den Verhialtnissen bei intakten Zellen, wo Vollblut und Zellsuspension 
ahnlichen Sauerstoffverbrauch aufweisen (Abb. 1). Beide Bestandteile, 
sowohl Plasma als auch Zellen des Entblutungstieres sind notwendig. 
Wie Abb. 2 zeigt, ist weder die Kombination von Entblutungszellen mit 
Normalplasma, noch von Normalzellen mit Entblutungsplasma, noch 
von Normalzellen mit Normalplasma wirksam. 

Der Sauerstoffverbrauch zeigte oft eine Anlaufphase (Abb. 2), die 
gefolgt war von einer Periode konstanter Sauerstoffaufnahme, um wieder 


in eine Auslaufphase abnehmenden Verbrauchs iiberzugehen. Im allge- f 


meinen kam die Sauerstoffzehrung nach 90—120 Min. zum vélligen Still- 
stand. 

Aus Abb. 3 ist ersichtlich, daB es sich um die Erschépfung eines 
Substrats handelt, denn dieselbe Sauerstoffzehrung trat bei einem frisch 
hergestellten Vollbluthimolysat (A), in einem Ansatz, der vorerst 
75 Min. bei 4° aufbewahrt war (B), und nach erneutem Zusatz eines Voll- 
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bluthamolysats zu einer schon vorinkubierten Probe (C) auf. Rote Blut- 
kérperchen, aber in noch héherem Mae Plasma, waren auch imstande, 
die Sauerstoffzehrung wieder anzufachen. Bei dem Vergleich ihrer Wir- 
kung mit dem Vollblut sind die 
| sooo | in relativen Mengen zu _ beriick- 
°+10ml VBI “al sichtigen. Bei einem Hama- 
4+05ml RPL C - tokrit von etwa 20% enthielt 
ge oe 4 Lae 1 mi Vollblut etwa 0,8 ml 
i Plasma und nur etwa 0,2 ml 








Zellen. Somit ist zweifellos 
5000 Plasma das weitaus_ bessere 
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Abb. 3. Abb. 4. 

Abb. 3. Die Wirkung von Zusatzen nach Abklingen der Sauerstoffzehrung. A: 
Frisch hergestelltes Vollbluthamolysat; B: Hamolysat 75 Min. bei 4° aufbewahrt; 
der Pfeil deutet den Zeitpunkt des Zusatzes von C, 1 ml Vollbluthimolysat (VBL), 

Entblutungsplasma (RPL) oder Entblutungszellen (RZ) an. 
Abb. 4. Der EinfluB von Zellen und Plasma auf die Latenzzeit von vorinkubierten 
Systemen. Das Vollbluthamolysat war 120 Min. zum fast vélligen Abklingen der 
Sauerstoffzehrung vorinkubiert worden. Die unterste Kurve zeigt den Sauer- 
stoffverbrauch von 1 ml des Hamolysats nach Zusatz von 0,2 mi Zellen des Ent- 
blutungstieres (VBL geatm. + RZ); die nachste Kurve nach Zusatz von 0,8 ml 
Plasma (VBL geatm. + RPL); die héchste Kurve nach Zugabe beider (VBL 
geatm. + RZ + RPL). In Kurve (RZ + RPL) wird die Sauerstoffzehrung von 
0,2 ml Zellen und 0,8 m/ Plasma ohne vorgeatmetes Hamolysat dargestellt; in 
der letzten Kurve ein Versuch, wo 60 Min. nach Zusatz des Plasmas 0,2 ml Zellen 

hinzugefiigt wurden (VBL geatm. + RPL; + RZ nach 60’). 
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Substrat und fiir den gr6Bten Teil der Wirkung des Vollbluthamolysats 
verantwortlich. 

In derselben Versuchsanordnung wurde Kochsaft von Plasma, 
ebenso wie gekochtes Plasma untersucht. Beide waren unwirksam. Eben- 
so war der Zusatz von Vollbluthamolysat von Normaltieren ohne Effekt. 
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In Versuchen, bei denen mit erneuten Zugaben von Plasma langere 
Zeit gewartet wurde, zeigte sich eine ausgeprigte Latenz- und Anlauf.- 
periode. Dagegen war dies bei dem Zusatz roter Blutkérperchen nicht 
festzustellen (Abb. 4). 

Tab. 2 zeigt, daB héchstens eine geringfiigige Kohlendioxydbildung 
auftrat, da die manometrischen Ausschlige mit und ohne KOH nur ge. 
ringe Unterschiede zeigten. Die Tab. 2 zeigt auch, daB von 6,95—8,35 
nur eine geringe po-Abhangigkeit vorlag, mit etwas héheren Werten im 
alkalischen Bereich. 


Tab. 2. Kohlendioxydbildung und py-Abhangigkeit der ‘Sauerstoffzehrung. 








KOH im Sauerstoff-Verbrauch 
Finsatz on 60 Min. pl/mlZ | 120 Min. pl/ml Z 
+ 7,10 2290 2620 
= 6,95 2090 2540 
+ 8,20 2400 2850 
A 8,10 2250 2590 
+ 8,85 2500 2950 
“ 8,65 2300 2580 











Erhitzte Systeme, die im Hinblick auf die Frage, ob es sich um einen 
enzymatischen ProzeB handelt, untersucht wurden, zeigten keinen Sauer- 
stoffverbrauch mit Ausnahme vom Vollblut von Entblutungstieren ; doch 
ist auch dieser nur ein Bruchteil der Zehrung eines nicht erhitzten Hia- 
molysats. 

Erschépfung des Substrats durch vorhergehende Inkubation bei 38° 
fiihrte zur Inaktivitaét des erhitzten Systems. 

Der S-formige Verlauf der Kurve der Sauerstoffaufnahme deutete 
auf einen autokatalytischen Vorgang hin. Zu gleicher Zeit wies die Beob- 


Tab. 3. Hami- und Hamoglobin im Hamolysat. 














Inkubations- Gesamt- Hamiglobin 
Tier Material dauer hamoglobin er 
Min. g/100 ml g/100 ml 

20 Vollblut 0 5,0 0,0 
Hamolysat 0 5,0 0,3 
Hamolysat 110 5,3 2,8 

40 Vollblut 0 7,0 0,0 
Hamolysat 0 6,6 0,2 
Hamolysat 110 6,7 3,2 

46 Vollblut 0 3,7 0,0 
Vollblut 75 3,7 0,0 
Hamolysat 0 B77 0,3 
Hamolysat 75 3.8 1,4 
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achtung, daB bei der Sauerstoffaufnahme das Blut sich braunlich farbte, 
auf die Méglichkeit einer Katalyse durch einen Abké6mmling des Hamo- 
globins hin. Spektroskopisch wurde nachgewiesen, daf sich wihrend der 
Sauerstoffaufnahme Himiglobin bildet. 

ms Tab. 3 enthalt Daten tiber Himiglobin und Gesamthamoprotein- 
g 7 gehalt von Vollblut und Hamolysaten vor und nach der Inkubation. Aus 
3,85 ihr sind drei Tatsachen ersichtlich : 

_ 1. Wahrend der Inkubation treten keinerlei Verluste an Gesamt- 
himoprotein auf; 2. die Hamiglobinbildung erreicht nur etwa 50% des 
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Abb. 5. Die katalytische Wirkung von hami- 
globinhaltigen Normalzellen. Durch Zufiigung 
einiger Tropfen einer 10-proz. Kaliumeisen 
(I1I)-cyanidlésung und eines Volums Wasser 
zu einem Erythrocytenbrei wurde hamiglobin- 
haltiges Haimolysat von Normalzellen her- 
gestellt. Die unterste Kurve zeigt die Sauer- 
ae: stoffaufnahme von 1 mi des Hamolysats allein 
er (MHb-NZ), die nachste einer Mischung von 
>ch 0,5 ml des Hamolysats und 0,5 ml der Zellen 
Lii- des Entblutungstieres (MHb-NZ + RZ), die 
dritte eine Mischung mit 0,5 ml Entblutungs- 
38° Plasma (MHb — NZ + RPL), und die oberste 200-77 
zum Vergleich die Sauerstoffzehrung von 1 mj | 
ate Vollbluthamolysat des Entblutungstieres. a 
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Gesamtproteins und 3. Hamolyse allein bewirkt die Bildung einer 
— kleinen, aber deutlich nachweisbaren Menge von Hamiglobin. Die als 
Kontrolle dienenden Vollblutproben zeigten keinen mit der Methode faBb- 
baren Hamiglobingehalt. 

— Die Frage der méglichen Bedeutung des Hamiglobins wurde an 
Hand von Modellversuchen untersucht. 

Abb. 5 zeigt, da Normalzellenhimolysat, durch Zusatz von 
and Eisen(III)-cyanid haimiglobinhaltig gemacht, mit dem Plasma eines Ent- 
blutungstieres eine groBe Sauerstoffzehrung, die der eines Vollblut- 
himolysats nahe kam, gab. Bei Zusatz von roten Blutkérperchen des 
Entblutungstieres alsSubstrat trat nun eine kleinere Sauerstoffaufnahme 
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ein. Die himiglobinhaltigen Zellen fiir sich verbrauchten keinen Sauer. 




















































stoff. Se 
Es schien naheliegend, in den Lipoiden das Substrat der Oxydation ne 
zu sehen. Daher wurden Konzentration und Sattigungsgrad der Plasma. Ww 
lipoide von Kaninchen im Normalzustand und nach Entblutung, sowie at 
die Veranderungen der Lipoide wiahrend der Sauerstoffaufnahme im 
Inkubationsversuch bestimmt. 
Tab. 4 zeigt die Verteilung der Serumlipoide bei Normal- und Ent- - 
blutungstieren. 
Tab. 4. Die Serumlipoide normaler und entbluteter Kaninchen ? 
(Die erste Reihe betrifft zum Vergleich Menschenserum). _ 
Unverseifb. Fettsaure - Mol.- ities 
mg/100 mi Z_ |mg/100 mi Z mVal/l = 
Mensch 206 384 13 285 97 
Normal 102 209 9 * 230 ? 12 
_ Normal 125 350 11 10 
Normal 46 198 cf 276 14 
660 Entbl. 375 750 29 257 72 ge 
676 Entbl. 450 2950 103 284 60 st 
676 Entbl. 550 3950 140 282 82 ds 
er 


Tab. 5 zeigt die Werte fiir die roten Blutkérperchen. Es ist ersicht- 
lich, wie schon bekannt, daB das normale Kaninchenplasma durch einen K 
niedrigen Gehalt an unverseifbaren Substanzen, im wesentlichen Cho- 
lesterin, gekennzeichnet ist. Auffallend ist der hohe Sattigungsgrad der 
Fettsiuren. Nach Entblutung steigt die Gesamtmenge der Fettsauren 
bis tiber das 10fache, wahrend der Cholesterinanstieg etwas weniger aus- 
gepragt ist. Eindrucksvoll ist der viel starker ungesattigte Charakter V 
des Fettes bei den Entblutungstieren. in 


Tab. 5. Erythrocytenlipoide normaler und entbluteter Kaninchen. 








_ Unverseifb. | P-Lipoid me mittl. 
Tier «| Jodzahl 
mg/100 Val/ Mol-Gew. 
mg/100 ml Z |mgP/100m/ Z| mi Z mVal/ 

Normal 292 270 10 269 83 
Normal 275 17,5 290 10 290 67 
691 Ent- ‘ Qn 5 

Try 435 435 18 248 110 
660 Ent- ae or ‘ 

blut. 355 44,8 435 12 

















Die Unterschiede sind bei den Erythrocyten sehr viel weniger aus- 
gepragt, wenn auch hier festzustellen ist, daf der Lipoidgehalt, ein- 
schlieBlich der Phosphorlipoide, der Zellen der Entblutungstiere héher 
als bei Normaltieren ist. 
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Zur Feststellung der Veraénderungen der Fettséuren wahrend der 
Sauerstoffaufnahme wurden Proben eines Vollbluthémolysats vor und 
nach 2-stdg. Inkubation im Warburg-Apparat auf ihre Lipoidverteilung 
untersucht. Tab. 6 zeigt, daB der Fettsauregehalt absinkt, zugleich wurde 
auch die Jodzahl verringert. 


Tab. 6. Lipoidbilanz von Vollbluthaimolysaten. 














Unverseifb. Fettsiure Jodzahl ok —— 
ee Versuchsbed. = we 
such , 

mg/100 mi | ™6/100 4 | mVali? A |mMol/1Z| mVal/t / 

a; Vor d. Inkub. 141 1325 53 63 33 
—218 —§8 —10 10 
Nach 2-stdg. Inkub. 150 1108 45 53 14,1 23 
IL. Vor d. Inkub. 237 1350 53 74 39,2 
—207 -10 —23 15,2 
Nach 2-stdg. Inkub. 237 1143 43 51 18,7 24,0 

















Offensichtlich waren Fettséiuren, vorwiegend ungesittigter Natur, 
gespalten worden. Stellt man eine Bilanz zwischen verbrauchtem Sauer- 
stoff und Zahl der verschwundenen Doppelbindungen auf, so ergibt sich, 
da8 etwa 40% mehr Sauerstoff als zur Sattigung der Doppelbindungen 
erforderlich erscheint, aufgenommen wurden. 

Im Hinblick auf die den Peroxyden zugeschriebene Rolle bei den 
Kettenreaktionen der Autoxydation der Fettsiéuren wurden orientie- 


Tab. 7. Peroxyde im Kaninchenblut. 




















Versuch Material nena “en ‘ E A 
Min. 

A Reagens 0,092 
Normalplasma 0,094 + 0,002 
Entblutungsplasma 0,152 + 0,060 

B Reagens 0,082 
Normalplasma 0,095 + 0,013 
Entblutungsplasma 0,199 + 0,108 

C Entbl. Vollblut 0 0,118 
Entbl. Hamolysat 0 0,172 + £0,054 
Entbl. Hamolysat 110 0,232 + 0,114 
Entbl. Vollblut 0 0,180 
Entbl. Hamolysat 0 0,210 + 0,040 

intbl. Haimolysat 110 0,230 + 0,050 

E Entbl. Vollblut 0 0,142 
Entbl. Vollblut 75 0,110 -- 0,032 
Entbl. Hamolysat 0 0,164 + £0,022 
Entbl. Hamolysat 75 0,184 + 0,042 
Entbl. Hamolysat 110 0,170 + 0,028 
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rende Versuche tiber den Peroxydgehalt des Blutes von Entblutungs. 
tieren durchgefihrt. 

Tab. 7 bringt die Resultate einer Anzahl von Messungen, die folgen- 
des zeigen: 1. Normalplasma enthalt keine nennenswerte Peroxydmenge, 
wahrend Entblutungstierplasma eine eindeutige Reaktion gibt; 2. Hamo-. 


Tab. 8. Die Wirkung von phenolischen Antioxydantien auf die Sauerstoffzehrung 
von Vollblut und Hamolysat. 
Zu 1 ml Vollblut bzw. Gefrierhamolysat wurden 0,05 ml einer 0,02-m.Lésung 
der Zusatze bzw. 0,05 ml einer 0,9-proz. NaCl-Lésung hinzngegeben. 
Alle Werte sind in pl/O,/ml Zellen angegeben. 





























Hama- Zeit Zusatze 
Probe tokrit keine | P-Amino- Dichlor- Naphthol 
% eee phenol phenol | cilia osasetibe 
Vollblut 22,4 60 | 248 473 - 628 304 
i 120 | 532 865 885 494 
Hamolysat 12,8 60 | 4950 260 215 140 
120 | 7000 785 575 200 
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SS 4 + Ascorb. Sdure Pm 








500 
beschrieben, durchgefiihrt. Ascorbin- 


siure und Methylenblau wurden in 
| einer Endkonzentration von 0,001-m., 
Tryptophan von 0,01-m. zugesetzt. 


siure, Methylenblau und Tryptophan. 
7 Die Versuche wurden, wie bei Tab. 8 
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lysat zeigt, verglichen mit dem entsprechenden Vollblut, einen deutlichen 
Zuwachs an Peroxyd; 3. wihrend der Inkubation tritt nur eine kleine 
weitere Peroxydzunahme ein. Eine Anhiufung von Peroxyden, wie sie 
fiir die der Autoxydation von Linol- und Linolenséuren kennzeichnend 
ist, wurde nicht beobachtet. 

Tab. 8 zeigt Versuche, in denen verschiedene als Antioxydantien der 
Fettsiureautoxydation wirksame Phenole zu Vollblut und Hamolysat 
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zugesetzt wurden. Wahrend die Zusaétze zum Vollblut, wo eine echte 
Atmung vor sich geht, eine unterschiedliche atmungssteigernde Wirkung 
ausiibten, wirkten sie im Hamolysat stark hemmend. Mit «-Naphthol 
betrug die Hemmung 97%. 

Abb. 6 zeigt einen Versuch, in dem die Wirkung von Ascorbinsaure, 
Methylenblau und von Tryptophan, das auch bei der Autoxydation und 
Haminkatalyse als Antioxydans wirksam ist, untersucht wurde. Eine 
eindeutige Hemmwirkung war bei Ascorbinséure und bei Methylenblau 
festzustellen. Im Tryptophanversuch zeigte sich 60 Min. lang eine ver- 
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Abb. 7. Die Wirkung von Tocopherol ; 
auf die Sauerstoffzehrung. Versuchs- ° +7ocopherol 
durchfiihrung wie bei Tab. 8. Toco- /| er olacetat 
pherol und Tocopherolacetat wurden 99 
in 50-proz. Alkohol gelést. Ihre End- / 


konzentration betrug 0,001-m. 
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Min.—»— 


gleichbare Hemmung, die von einer explosiven Sauerstoffaufnahme ge- 
folgt war. Versuche mit Tocopherol und Tocopherolacetat (Abb. 7), 
ebenso mit einem Weizenkeimélkonzentrat zeigten unerwarteterweise 
nicht nur keinerlei Hemmung, sondern sogar eine Beschleunigung, die in 
den ersten 30 Min. ausgeprigt war. 


Aus Tab. 9 ist zu ersehen, daB die Sauerstoffaufnahme durch 0,002-m. 
Cyanid zu etwa 93% hemmbar ist. 


Tab. 9. Die Wirkung von Cyanid auf den Sauerstoffverbrauch von Hamolysaten. 


Im Einsatz des Warburg-GefaBes befand sich KOH, die mit KCN gesattigt 
war. Es wurde zu einem mi Vollbluthamolysat 0,05 ml 0,04-m. neutralisierte KCN- 
Lésung hinzugefiigt ; Endkonzentration 0,002-m. Im Kontrolleinsatz wurden 0,05 ml 
0,9-proz. NaCl-Lésung zugesetzt. Alle Werte sind in pl/ml Z angegeben. 











Seis Kontrolle | +KCN | Hemmung 
Min. % 

30 502 37,5 92,8 
60 781 58,5 92.5 
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Diskussion 
Die Entblutungslipamie 


Das Auftreten einer Lipimie bei hochgradiger Anamie nach fortgesetzter 
Blutung von Kaninchen ist wohl zuerst von Boggs und Morris® beschrieben 
worden. In einer isolierten Analyse des Plasmas eines Entblutungstieres stellten 
sie eine betrachtliche Zunahme des Gesamtfettsdiuregehaltes fest und fanden cine 
Jodzahl von 105; Cholesterin konnten sie nicht nachweisen (Jodzahl fiir Normal- 
tier nicht angegeben). Spitere Untersucher bestatigten und erganzten mittels der 
inzwischen ausgearbeiteten Mikromethodik der Blutlipoidanalyse den Befund der 
Lipimie bei Anamie auch beim Hunde®, Sie fanden Erhéhung sowohl der Neutral. 
fette als auch der Phospholipoide und beim Menschen des Cholesterins im Plasma, 
als auch, wenngleich weniger ausgepragt, in den Erythrocyten. In einer umfassenden 
Untersuchung gelangte Starup’ gegeniiber vielen widersprechenden Befunden und 
Meinungen iiber die Ursache der anamiebedingten Lipamie zur SchluBfolgerung, 
daB sie in der Hypoxamie zu suchen sei. Die Lipamie konnte genau so durch Phenyl- 
hydrazin wie auch durch Verminderung des Sauerstoffpartialdrucks erzeugt werden, 
Uber die zugrunde liegenden Veranderungen der Dynamik des Stoffwechsels der 
Lipoide liegen keinerlei moderne Untersuchungen vor.. 

Eine einzige altere Nachuntersuchung der Jodzah] mittels einer Makromethode 
von unsicherer Prazision liegt vor’. Keine wesentliche Veranderung, verglichen mit 
einem Ausgangswert von 43,7, wurde bei der animiebedingten Lipamie festgestellt. 
Die Werte sind in offensichtlichem Widerspruch mit dem Befund von Boggs und 
Morris. 

Unsere Untersuchungen stellen hinsichtlich der Bedingungen des 
Auftretens der Lipaimie, ihrem Ausmaf und der Verianderung der Lipoid- 
fraktionen eine Bestatigung der Literaturangaben dar. In einer Hinsicht 
bieten unsere Beobachtungen iiber die Entblutungslipaimie etwas Neues: 
die Feststellung einer im Vergleich mit anderen Tieren ungewohnlich 
niedrigen Jodzahl, d. h. eines hohen Sattigungsgrades der Plasmalipoide 
beim normalen Kaninchen und die Erhéhung der Jodzahl bis auf etwa 
das 10fache bei der Entblutungslipaimie. Auch die Lipoide der Reti- 
culocyten zeigen einen ungesattigteren Charakter als die der Normo- 
eyten. Ein Vergleich zeigt, daB es héchst unwahrscheinlich ist, daB die 
Plasmadifferenzen einzig und allein auf die Erhéhung der Phospho- 
lipoide zuriickzufiihren sind. Uber die Bedeutung der Plasmaverande- 
rungen, ob sie eine Widerspiegelung von gleichsinnigen Gewebsvorgangen 
darstellen, oder ob es sich um eine Ausschiittung von ungesattigten 
Lipoiden aus den Geweben handelt, laBt sich vorlaufig nicht sagen. 


Haminkatalysierte Fettsiureoxydation 


Haminkatalyse der Oxydation von ungesattigten Fettsiuren in Form einer 
Leinélemulsion wurde zuerst von Robinson® im Laboratorium von Hopkins 


5 T. R. Boggs u. R.S. Morris, J. exp. Med. 11, 553 [1909]. 

6 Y. Horiuchi, J. biol. Chemistry 44, 363 [1920]; W. R. Bloor, ebenda 44, 
201 [1921]. 

7 V.Starup, Biochem. Z. 270, 74 [1934]. 

8 §. Sakai, Biochem. Z. 62, 387 [1914]. 

® M. E. Robinson, Biochem. J. 18, 255 [1924]. 
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beschrieben. Thre Angaben wurden von Kuhn und Meyer!® im wesentlichen be- 
stitigt. In einer nochmaligen Untersuchung von Barron und Lyman" wurde die 
antioxydative Wirkung einer Anzahl von Phenolen festgestellt. Haurowitz et 
al.2 beobachteten eine weitgehende Zerstérung von Hamoglobin oder Hamin wah- 

rend der Oxydation von Linol- und Linolensaure. In ihrem System wurde (Olsaure 

nicht angegriffen. Eine Reihe von Untersuchungen wurden vom Standpunkt der 
Nahrungsmitteltechnologie zur Aufklarung der Ursache des Ranzigwerdens und 
der briunlichen Verférbung von Schinken und Speck durchgefiihrt!*:14.5, Es muB 
als wahrscheinlich betrachtet werden, daB der gréBte Teil der auf tierische Lip- 
oxydase bezogenen Wirkungen auf Haminkatalyse zuriickzufiihren ist. Tappel'* 
widmete der Wirkung von Antioxydantien besondere Aufmerksamkeit und stellte 
die Hypothese der méglichen Wirkung von Vitamin E als Hemmstoff der Hamin- 
katalyse ungesattigter Fettsiuren auf. Die Frage der Produkte der Fettsiure-Oxy- 
dation ist bis jetzt noch wenig behandelt worden. Bei der Autoxydation der unge- 
sittigten Fettsiuren entstehen vorwiegend stabile Peroxyde!*, wahrend die Bil- 
dung von niedrigmolekularen Bruchstiicken zuriicktritt und die Kohlendioxyd- 
bildung nur einen geringen Umfang erreicht’’. Auch bei der Pflanzenlipoxydase ist 
die Peroxydbildung im Vordergrund'*. Demgegeniiber sollen bei der Haminkata- 
lyse Carbonylprodukte vorwiegen!*. Dies steht im Einklang mit unseren Beobach- 
tungen am Vollbluthamolysat. Beziiglich des Mechanismus der Autoxydation und 
der haminkatalysierten Oxydation der Fettsiuren sprechen sich die meisten Auto- 
ren zugunsten einer Theorie der Kettenreaktion durch freie Radikale aus. Tappel'4 
nimmt an, daB der wahre Katalysator bei der haminbedingten Oxydation einen 
Hamin-Fettsiureperoxydkomplex darstellt. 


Das von uns untersuchte System zeigt eine Anzahl von Abnlich- 
keiten, aber auch sehr wesentliche Verschiedenheiten im Vergleich mit 
denen der Literatur. In Ubereinstimmung sind die Befunde einer Sauer- 
stoff-Aufnahme ohne wesentliche Kohlendioxydbildung und die hem- 
mende Wirkung einer Anzahl von antioxydativ wirkenden Phenolen. 
Abweichend ist die ausgeprigte Empfindlichkeit gegen Cyanid, die man- 
gelnde Hemmbarkeit durch Tocopherol und das Ausbleiben der An- 
héufung von Peroxyden. Ob eine ahnlich weitgehende Spaltung der 
Fettsiuren, wie sie hier beobachtet wurde, auch bei anderen hamin- 
katalysierten Systemen auftritt, bleibt noch zu untersuchen. 


Die vorliegenden Versuche erlauben eine teilweise Aufklirung des 
eingangs beschriebenen Phinomens der Sauerstoffzehrung der Vollblut- 
hamolysate. Es handelt sich sicherlich um einen autokatalytischen Pro- 
zeB, dessen Verlauf man sich wie folgt vorstellen kann: Die ungesiattigten 
Fettsiuren des Plasmas unterliegen einer langsamen Autoxydation 


10 R. Kuhn u. K. Meyer, diese Z. 185, 193 [1929]. 

1 E.S.G. Barron u. C.M. Lyman, J. biol. Chemistry 123, 229 [1938]. 

2 F, Haurowitz, P. Schwerin u. M.M. Yenson, J. biol. Chemistry 140, 
353 [1941]. 

13 B.M. Watts u. D. H. Peng, J. biol. Chemistry 170, 441'[1947]. 
4 A,L.Tappel, Arch. Biochemistry Biophysics 44, 378 [1953]; 50, 473 
1954}. 

1 R, T. Holman u. 8. Bergstrém in Sumner- Myrback, ,,The Enzymes* 
II, S. 559 (Academic Press Inc., New York 1951). 

16 W. Franke et al, Liebigs Ann. Chem. 498, 129 [1932]; 533, 46 [1938]. 

1” G. W. Ellis, Biochem. J. 26, 791 [1932]; 30, 753 [1936]. 

18 §. Bergstré6m u. R. T. Holman, Advances in Enzymol. 8, 8. 425 (Inter- 
science, New York 1948). 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 300 13 












186 Rapoport, Gerischer-Mothes und Nieradt, Bd. 300 (1955) 


unter Peroxydbildung. Bei Hamolyse bildet sich sofort eine kleine Menge 
Hamoglobin, das seinerseits, méglicherweise mittels einer Hamiglobin. 
Fettsiureverbindung, eine weitgehende Oxydation der Fettsaéuren unter 
Kettenspaltung katalysiert. Ungeklart bleibt es, warum Normalzellen 
mit Reticulocytenplasma kein katalytischesSystem bilden. Das weist dar. 
auf hin, daB den ungesattigten Fettsiiuren der Reticulocyten eine Rolle 
bei der Bildung des katalytischen Komplexes zukommt. Denkbar, aber 
unwahrscheinlich ist es, daB in den Reticulocyten das System der Riick- 
bildung des Hamiglobins weniger ausgebildet ist, so da eine héhere 
stationére Himiglobinkonzentration sich einstellt. Offen bleibt es auch, 
warum es zum Aufhoren der Sauerstoffzehrung kommt, obwohl an. 
scheinend das Substrat nicht erschépft ist, und warum die Hamiglobin- 
bildung nicht die Halfte des Gesamthaimoglobins itibersteigt. Solche Pha- 
nomene sind bei der Autoxydation der hochungesattigten Fettsauren 
beschrieben worden; man nimmt an, da sie durch Kettenabbruch zu- 
stande kommen. 

Die bedeutend geringere Aktivitat von erhitzten Ansitzen, ver- 
_ glichen mit nichterhitzten, wirft auch die Frage einer echten Enzym. 
wirkung auf. Jedoch ist der durch die Denaturierung erzeugte veranderte 
Verteilungszustand vielleicht eine ausreichende Erklarung fir die ge- 
ringere Sauerstoffzehrung. Die Frage, ob den beschriebenen Erschei- 
nungen eine biologische Bedeutung zukommt, laBt sich imAugenblick 
nicht eindeutig beantworten. Eine mégliche Rolle des Vitamins E als 
Hemmstoff der haminkatalysierten Fettsiureoxydation ist trotz unserer 
negativen Befunde im Vollbluthimolysat nicht vollkommen abzulehnen. 
In diesem Zusammenhang sind die interessanten Befunde, daB bei Man- 
gel von Vitamin E in den Geweben Zeichen des vermehrten Auftretens 
von ungesattigten Fettsiuren, ihrer Peroxyde und von braunen Fett- 
oxydationsprodukten erkennbar sind, zu erwahnen!®. Es ist auch 
denkbar, daB bei hamolytischen Vorgangen im Organismus das hier 
beschriebene System operativ wird. 


Zusammenfassung 


Im Vollbluthamolysat vom stark entbluteten Kaninchen tritt eine 
groBe Sauerstoffzehrung auf. Diese Erscheinung steht im Zusammenhang 
mit der starken Lipamie und mit dem Auftreten von ungesattigten Fett- 
siuren im Plasma und in den roten Blutzellen. Es handelt sich um einen 
autokatalytischen Vorgang, bei dem Hamiglobin oder ein sich von ihm 
ableitender Komplex die Rolle des Katalysators spielt. In erhohter Menge 
vorkommende Fettsaéureperoxyde spielen dabei die Rolle des Anlassers. 

Substrat der Oxydation sind ungesittigte Fettsauren, die dabei ge- 
spalten werden. Die Sauerstoffzehrung ist durch Cyanid sowie durch 
phenolische Antioxydantien, nicht aber durch Tocopherol hemmbar. 


19 H. Damm, Annu. Rev. Biochemistry 20, 265 [1951]. 
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Summary 


A large oxygen absorption occurs in whole blood haemolysates from 
anemic rabbits which have undergone repeated large bleeding. This 
phenomenon is connected with a pronounced lipaemia and with the 
occurrence of unsaturated fatty acids in the plasma and in the red blood 
cells. It is an auto-catalytic process in which Oxyhaemoglobin or a com- 
plex derived from it acts as catalyst. The fatty acid peroxides which 
are present in increased amount act as activators. 

Unsaturated fatty acids are the substrate of the oxidation and 
undergo cleavage during the process. The oxygen absorption can be 
inhibited by cyanide as well as by phenolic anti-oxidants though not by 
tocopherol. 
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Uber das Vorkommen 
einiger im Bienenhonig bisher unbekannter Zucker 
Von 
Stefan Goldschmidt und Hans Burkert 
Aus dem Organisch-Chem. Institut der Techn. Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Januar 1955) 


Schon 1935 wurde von Fellenberg und Ruffy! der Verdacht ge. 
auBert, daB im Bienenhonig auBer Glucose, Fructose und geringen Men. 
gen von Saccharose noch mehrere unbekannte Zucker enthalten sind, 
Kurz zuvor ist als weiterer Zucker in vielen Honigsorten und zwar in 
wechselnden Mengen das Trisaccharid Melezitose gefunden worden’, 
Malyoth? gelang es 1951, papierchromatographisch zusatzlich Maltose 
nachzuweisen, Wallenfels* konnte auf dieselbe Weise ein weiteres 
Disaccharid, die Isomaltose identifizieren. 1952 wurde weiterhin von 
Taufel® kurz berichtet, daB noch weitere Zucker im Bienenhonig vor. 
handen seien. Wir haben daher versucht, die in einem von uns bereits 
in biologischer Hinsicht weitgehend untersuchten Blatthonig vorkom. 
menden Zucker beziiglich ihrer Art und ungefahren Menge festzulegen. 


1. Ho6here Zucker im Bienenhonig 


Zunachst muBten wir die Mengen an Glucose und Fructose im 
Honig kennen. 

Die Bestimmung der Glucose nach der Methode von Will. 
staitter und Schudel®, in der Verbesserung von Macleod und Ro- 
binson’, ergab als Mittel von mehreren Versuchen 31,4% Glucose 
im Honig. 

Die Bestimmung der Fructose nach Stéhr® mit Folin-Reagens' 
ergab als Mittelwert mehrerer Versuche 33,0% Fructose. 

Insgesamt befanden sich demnach in unserem Blatthonig etwa 
64.4% Zucker, in der Hauptsache Glucose und Fructose. Darin einge- 

iat Th. v. Fellenberg u. J. Ruffy, Mitt. Lebensmittelunters. Hyg. 24, 367 
1933]. 
: F. E. Nottbohm u. F. Lucius, Z. Unters. Lebensmittel 57, 549 [1929]. 

3 KE. Malyoth, Naturwissenschaften 38, 478 [1951]. 

4K. Wallenfels u. F. Duspiva, Biologie u. Wirkung der Fermente, 4. Coll. 
d. Ges. f. Physiol. Chem. 17./18. IV. 53 in Mosbach 162 [1953]. 

5 K. Taufel u. R. Reiss, Z. Lebensmittel-Unters. u. -Forsch. 94, 1 [1952]. 

6 R. Willstatter u. G. Schudel, Ber. dtsch. chem. Ges. 51, 780 [1918]. 

7 M. Macleod u. R. Robinson, Biochem. J. 28, 517 [1929]. 

§ R. Stohr, diese Z. 222, 261 [1933]. 

® QO. Folin, J. biol. Chemistry 82, 83 [1929]. 
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schlossen sind solche Zucker, welche durch Hypojodit oxydiert werden 
(Aldosen), wie z. B. die Maltose u. a.1°. Die Literaturangaben schwanken 
je nach. Honigart im allgemeinen zwischen 62 und 74% Zucker 1% 141, 
Um einen ungefahren Einblick zu bekommen, ob und in welcher Menge 
noch Zucker vorhanden sind, die bei der Hydrolyse Aldosen bzw. Ketosen 
liefern, hydrolysierten wir Honiglésungen in salzsaurer Lésung etwa 
3—4 Stdn. bei 100° und bestimmten dann die Zunahme von Fructose 
und Glucose mittels der oben angegebenen Verfahren. 


Dabei ergab sich eine Aldosen-Zunahme von 6,3% und eine solche 
von Ketosen von 1,99, berechnet als Glucose bzw. Fructose und bezogen 
auf den Honig. 

Man muB daraus schlieBen, daB sich neben den Monosacchariden 
sicher noch mebrere hohere Zucker im Honig finden. Wir unter- 
suchten deshalb unseren Blatthonig papierchromatographisch auf seine 
einzelnen Zuckerkomponenten. 


2. Papierchromatographie von Bienenhonig 


Wenn man Bienenhonig wie tiblich in 2-proz. Lésung auftragt und 
laufen 14Bt, so findet man wohl Glucose und Fructose wieder, aber kaum 
sonstige Zucker. Aus diesem Grunde wurde die Konzentration der auf- 
mtragenden Honiglésung auf 50, teilweise auch auf 75%, erhoht; auBer- 
dem wurden jeweils 2—5 cmm pro Startpunkt aufgetragen. Unter diesen 
Umsténden wurden zwar sehr groBe und unsch6éne Flecken von Glucose 
und Fructose erhalten, aber die Konzentration der tibrigen Zucker war 
dann doch so, daB deutliche Flecken derselben erkannt werden konnten. 

Entwickelt wurde einerseits mit Anilinphthalat bzw. Anilinoxalat!?1, 
welche mit reduzierenden Zuckern rotbraune, vor allem im UV-Licht gut 
sichtbare Flecken ergeben und andererseits mit Naphthoresorcin-Tri- 
chloressigséure!* 15, einem Entwickler, der speziell mit Ketozuckern 
leuchtend rote Flecken ergibt. Es konnten folgende Zucker erkannt wer- 
den: Neben Fructose (Ry 0,23) und Glucose (Ry 0,18) ein Zucker 
vom Ry 0,14*: nachweisbar mit Anilinoxalat und Naphthoresorcin- 
Trichloressigsiure, nicht mit Anilinphthalat, vollig identisch mit Sac- 
charose laufend. 

Ry = 0,11: nachweisbar mit Anilinoxalat, nur schwach erkennbar 
mit Naphthoresorcin-Trichloressigsdure, identisch laufend mit Maltose. 





10 F, Auerbach u. E. Bodlander, Z. angew. Chem. 36, 602 [1923]. 

1 J. Bernés, Progr. agric. viticole 120 (60) 54 [1943]. 

12,8. M. Partridge, Nature [London] 164, 443 [1949]. 

138. M. Partridge, Biochem. Soc. Symp. Nr. 3, 52; R. H. Horrocks u. 
G. B. Manning, Lancet 256, 1042 [1949]. 

44S. M. Partridge u. R.G. Westhall, Biochem. J. 42, 238 [1948]. 

1 W.G.C. Forsyth, Nature [London] 161, 239 [1948]. 

* Dieser und alle folgenden Ry-Werte sind Mittelwerte aus 10—15 Bestim- 
mungen. Sie wurden errechnet im Vergleich zu Saccharose (Ay 0,14) und Maltose 
(Rr 0,11), deren genaue Ar-Werte bekannt sind", 
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Ry = 0,09: nachweisbar mit Anilinédxalat und -phthalat, lief iden. 
tisch mit Lactose. 

Eine genaue Ry-Wert-Bestimmung von Melibiose ergab im Mitte 
aus vielen Versuchen = 0,08, eine solche von Cellobiose = 0,10. Ihre 
Anwesenheit konnte damit im Honig nicht in Frage kommen. 

Ry = 0,08: Dieser Zucker war nur nachweisbar mit Naphthore. 
sorcin-Trichloressigséure und lief identisch mit Melezitose, deren 
Ry-Wert zu 0,08 gegen Saccharose in 10 Bestimmungen ermittelt wurde, 
Melezitose reagierte als nichtreduzierender Ketozucker ebenfalls nur mit 
Naphthoresorcin und nicht mit Anilinoxalat. 

Melibiose kam nicht in Frage, da diese nur mit Anilinoxalat und 
nicht mit Naphthoresorcin-Trichloressigsiure sichtbar gemacht werden 
kann. 

Ry = 0,05: Der Zucker lieB sich nachweisen mit Anilinoxalat und 
Naphthoresorcin-Trichloressigsiure und lief identisch mit dem Tri- 
saccharid Raffinose, Ry 0,05". 

Ry = 0,03: Die Substanz reagierte mit Naphthoresorcin-Trichlor. 

_essigsiure und nur aéuBerst schwach mit Anilinoxalat. 

Ry = 0,01: Dieser Zucker lieB sich mit Naphthoresorcin-Trichlor. 
essigsdure nur noch in Spuren erkennen, nicht mehr mit Anilinoxalat. 

MengenmaBig abnehmend kann man diese Zucker des Bienen. 
honigs, abgelesen an der FleckengréBe, in folgende Reihe eingliedern: 
Fructose = “Glucose > Ry 0,09 > Ry 0.08 > Re 0,11 > Re 0,05 
> Ry 0,14 > Ry 0,03 > Ry 0,01. 


3. Identifizierung der einzelnen Zucker im Blatthonig 


Zucker vom Ry-Wert 0,14: Rp-Wert und Sichtbarmachung mit 
Anilinoxalat sowie Naphthoresorcin-Trichloressigsiure lieBen auf Sac- 
charose schlieBen. Bei der totalen Hydrolyse mittels verdiinnter Saéuren 
entstanden etwa gleiche Mengen von Glucose und Fructose (gleiche 
FleckengréBe). Die Verwendung von Invertase hatte dasselbe Ergebnis, 
wahrend £-Glucosidase véllig wirkungslos blieb. Daraus kann wohl mit 
Sicherheit gefolgert werden, daB es sich bei diesem Zucker um Saccha- 
rose handelt. 

Zucker vom Ry-Wert 0,11: Dieser Zucker lief véllig identisch mit 
Maltose, bei der Hydrolyse mit verdiinnter Siure konnte nur Glucose 
erhalten werden. Mit Invertase und £-Glucosidase konnte keine Spaltung 
erzielt werden. Diese Ergebnisse sprechen fiir Maltose, welche im 
Honig, wie bereits erwahnt, bereits von E. Malyoth® papierchromato- 
graphisch nachgewiesen wurde. 

Zucker vom Ry-Wert 0,09—0,08: Es war vorauszusehen, dab 
sich diese beiden Zucker nur sehr schwer trennen lassen wiirden. 
Ein charakteristischer Unterschied bestand jedoch darin, daB sich der 
schneller laufende nur mit Anilinoxalat bzw. -phthalat, der langsamer 
laufende nur mit Naphthoresorcin-Trichloressigsiure sichtbar machen 
lieB. 











(1955) 
F iden. 


Mittel 
). Thre 


thore. 
deren 
yurde, 
ir mit 


t und 
erden 


t und 
Tri- 


chlor. 


*hlor- 
calat. 
anen- 
dern: 

0,05 


44 

> mit 
Sac- 

uren 

»iche 

bnis, 
mit 








Bd. 300 (1955) Vorkommen einiger im Bienenhonig unbekannter Zucker 191 


Um eine einigermafen gute Trennung fiir die Identifizierung dieser 
Zucker zu erreichen, wurde der jeweilige Papierstreifen des Honig- 
Chromatogramms, der den Ry-Werten 0,08—0,09 entsprach, nochmals 
in mehrere Zonen zerschnitten. Es zeigte sich dabei sehr bald, da in 
diesen Flecken mehrere Zucker enthalten waren. 

Einmal konnte in den am schnellsten laufenden Zonen ein Zucker 
gefunden werden, der bei totaler Hydrolyse mit verd. Salzsiure nur 
Glucose ergab. Mit Invertase und £-Glucosidase lieB er sich nicht spalten. 
Dieser Zucker lief in n-Butanol-Pyridin-Wasser = 6:4:3 mit einem Ry- 
Wert 0,19, in n-Butanol-Pyridin-Wasser = 3:1:1,5 mit einem Ry-Wert 
0,09 und in Amylalkohol-Pyridin- Wasser = 7:7:6 mit einem Ry-Wert 
von 0,26 voéllig identisch mit der von Jeanes!® angegebenen Isomal- 
tose (= 6-Glucosyl-glucose). 

Weiterhin konnte im Bereich der Ry-Werte 0,08—0,09 ein Tri- 
saccharid ermittelt werden, welches in erheblicher Menge vorhanden 
war. Es gab einerseits mit Anilinoxalat einen braunen Fleck und reagierte 
andererseits mit Naphthoresorcin-Trichloressigsiure mit leuchtend roter 
Farbe. Bei totaler Hydrolyse mittels verd. Salzsiure entstand Glucose 
und Fructose, und zwar etwa im Verhialtnis 1:2. Eine genaue Titration 
war deshalb unméglich, weil sich das Trisaccharid nie vollig vom Di- 
saccharid trennen lief. 

Bei vorsichtiger partieller Hydrolyse mit verd. 2-n.HCl oder verd. 
Essigsiure entstanden Saccharose und Fructose, daneben noch ganz 
wenig Glucose. Bei Verwendung von Invertase-Lésung trat als Zwischen- 
produkt wieder Saccharose neben viel Fructose und wenig Glucose auf. 
p-Glucosidase zeigte dagegen keinerlei Einwirkung. 

Es muB sich also um ein Trisaccharid handeln, welches sich aus 
einem Saccharose-Molekiil aufbaut, an das noch ein Fructose-Molekiil 
angehingt ist. Ein solcher Zucker mit gleichen Eigenschaften ist in 
anderem Zusammenhang in neuester Zeit von Albon, Bell, Blan- 
chard und Rundell!? beschrieben worden. Es handelt sich um das 
Trisaccharid. Kestose mit folgender Struktur: 


«-Glucopyranosyl-(1.2)-fructofuranosyl-(6.2)6-fructofuranosid. 


Dieses Trisaccharid besitzt in n-Propanol-Essigester- Wasser = 7:2:1 
einen Ry-Wert von 0,12. Neuerdings wurde noch ein ahnliches Tri- 
saccharid!8 beschrieben, welches sich von ersterem nur durch eine 1—2- 
Verkniipfung zwischen den beiden Fructosemolekiilen unterscheidet und 
dem wahrscheinlich ein Ry-Wert von 0,14 zukommt!®. 

Bei der Uberpriifung zeigte unser Trisaccharid einen Ry-Wert von 
0,12 und erwies sich damit als Kestose. 


16 A, Jeanes, C.S. Wise u. R. J. Dimler, Analytic. Chem. 28, 415 [1951]. 
17 N. Albon, J.D. Bell, P. H. Blanchard, D. Gross u. J.T. Rundell, 


J. chem. Soc. [London] 1958, 24. 
18 J.S. D. Bacon u. D. J. Bell, J. chem. Soc. [London] 1958, 2528. 
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Ein Trisaccharid gleicher Zusammensetzung konnte von Zimnier. 
mann!® im Impatiens-Nektar nachgewiesen werden. 
Bei weiteren genauen Untersuchungen konnte noch ein zweites Tri- 
saccharid erkannt werden, welches mit Naphthoresorcin-Trichlore sig. 
siure und Anilinoxalat sichtbar gemacht werden konnte. Bei totaler 
Hydrolyse lieferte es mehr Glucose als Fructose. Bei vorsichtiger teil. 
weiser Hydrolyse mit verd. Salz- oder Essigsiure lieB sich als Zwischien-. 
produkt Maltose neben viel Fructose und wenig Glucose erkennen. Bei 
Einwirkung von Hefe-Invertase blieb das Ergebnis gleich, wahrend 
$-Glucosidase vollig wirkungslos war. Dieses Trisaccharid kam gegeniiber 
der Kestose nur in untergeordnetem Mafe vor. Es handelte sich dabej 
um das Trisaccharid Erlose, welches von White?® #! als x-Maltosyl-/-D 
fructosid gekennzeichnet wurde. Wallenfels und Duspiva?‘ erhielten 
es bei der Einwirkung von Honigsaccharase auf Saccharose. 

Erlose besitzt nach White! gegen Saccharose einen Rs-Wert von 
0,57 in n-Butanol-Pyridin-Wasser = 3:1:1,5, der mit dem von uns ge- 
fundenen vollig iibereinstimmt. 

Viele Literaturangaben® 2 23,24 weisen darauf hin, daB im Honig oft 
ganz erhebliche Mengen (bis zu 35°) des Trisaccharides Melezitose vor- 
handen sein sollen, speziell bei Blatt- und Waldhonigen. Wir legten des- 
halb besonderes Augenmerk auf die Erfassung dieses Zuckers, da unser 
Honig zu den Blatthonigen gehorte. Wir untersuchten dabei speziell den 
Fleck vom Ry 0,08, nachdem wir vorher festgestellt hatten, daB reine 
Melezitose diesen Ry-Wert besitzt. 

Eine totale Hydrolyse war durch das Vorhandensein der beiden 
anderen Trisaccharide nicht sehr spezifisch. Wir versuchten deshalb, 
durch vorsichtige partielle Hydrolyse mit 20-proz. Essigséure das Spalt- 
produkt Turanose**» 26 zu erhalten. Es gelang jedoch in wiederholten Ver- 
suchen, nur Spuren dieses Disaccharides mit Naphthoresorcin-Trichlor- 
essigsiure und einem Ry-Wert von 0,16—0,17 neben Glucose und Fruc- 
tose nachzuweisen. Melezitose diirfte demnach héchstens in Spuren in 
unserem Honig vorkommen. 

Zucker vom Ry 0,05: Dieser Zucker lief identisch mit Raffinose. 
Bei totaler Hydrolyse mit Salzsiiure lieB sich in n-Butanol-Eisessig- 
Wasser = 4:1:5 nur Glucose und Fructose nachweisen. Allerdings zeig- 
ten Blindversuche, daB in diesem Lésungsmittel Glucose (Ry 0,18) und 
Galaktose (Ry 0,16) kaum zu trennen sind. Wir gingen deshalb auf 
andere Lésungsmittel iiber. So wihlten wir wassergesiattigtes Kollidin 
(Glucose Ry 0,39 und Galaktose Ry 0,34'*) und spiter auch Butanol- 


19 M. Zimmermann, Ber. Schweiz. Bot. Ges. 68, 402 [1953]. 
20 J. W. White jr., Chem. Engng. News 30, 4037 [1952]. 
2t J. W. White jr. u. J. Maher, J. Amer. chem. Soc. 75, 1259 [1953]. 
22 F. E. Nottbohm u. F. Lucius, Z. Unters. Lebensmittel 61, 195 [1931]. 
3 Th. v. Fellenberg, Mitt. Gebiete Lebensmittelunters. Hyg. 29, 271 [1938]. 
24 G. Gorbach, Forschungsdienst 11, 426 [1941]. 
* G. Zemplen u. G. Braun, Ber. dtsch. chem. Ges. 59, 2230 [1926]. 
*6 C.S. Hudson u. E. Pacsu, J. Amer. chem. Soc. 52, 2519 [1930]. 
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Pyridin-Wasser = 6:4:3, da in diesen Gemischen Trennungen dieser 
beiden Zucker gut durchzufiihren sind. Dabei ergab sich, daf unser 
Zucker bei totaler Hydrolyse in Fructose, Glucose und Galaktose zer- 
fallt. 

Bei partieller Hydrolyse mit verdiinnter Saiure entstand ein Di- 
saccharid vom Ry 0,08 und Fructose. Wurde dieses Disaccharid weiter 
hydrolysiert, so zerfiel es in Glucose und Galaktose und war demnach 
identisch mit der Melibiose, welche den gleichen Ry-Wert besitzt. Bei 
Verwendung von Hefe-Invertase traten ebenfalls Melibiose und Fructose 
auf, wahrend 6-Glucosidase wiederum vollig wirkungslos war. Damit ist 
der Beweis erbracht, daB es sich bei diesem Zucker um Raffinose 
handelt. 

Bei der Chromatographie von 50-proz. Honiglésungen in Butanol- 
Pyridin-Wasser = 6:4:3 konnte in ganz kleinen Mengen mit Anilin- 
oxalat Galaktose nachgewiesen werden, die wahrscheinlich durch eine 
langsame hydrolytische Spaltung der Raffinose im Honig entstanden ist. 

Zucker vom Ry 0,03: Bei diesem und allen noch folgenden Zuckern 
ergaben sich in der Identifizierung Schwierigkeiten, da die Mengen, in 
welchen sie im Honig vorkommen, bereits so gering sind, daB sie im 
Chromatogramm kaum mehr erkannt werden konnten und erst ange- 
reichert werden muBten, um einigermaBen erkennbare Flecken zu erhal- 
ten. So konnte bei der totalen Hydrolyse dieses Zuckers mit verd. Salz- 
siure nur Glucose nachgewiesen werden, wahrend bei unvollstandiger 
Hydrolyse neben Glucose immer in gréBerer Menge ein Disaccharid vom 
Ry-Wert 0,09 (Isomaltose) auftrat. Mit Invertase lieB sich keine erkenn- 
bare Spaltung erreichen, ebenso nicht mit 6-Glucosidase. 

Diese Ergebnisse zeigen, da8 hier ein Trisaccharid vorliegt, bestehend 
aus 3 Glucosemolekiilen, die einerseits in 1—6 Stellung (Isomaltose) 
und andererseits entweder in 1—4 oder 1—6 Stellung verkniipft sind. 

Beide Zucker sind in neuerer Zeit bekannt geworden und entstehen 
u. a. bei der Einwirkung von Pilzmaltase auf Maltose. Der Erstere wurde 
von Pan?2?28 kristallin erhalten, von French2® wurde dessen Kon- 
stitution als 6-Glucopyranosyl-maltose aufgeklart. Wolfrom®® be- 
nannte ihn Panose. Der zweite Zucker wurde von Jeanes*! als 6-Glu- 
copyranosyl-isomaltose erkannt und Isomaltotriose bzw. von Wolf- 
rom? Dextrantriose genannt. 

Beide Zucker besitzen die gleichen Eigenschaften wie der von uns 
im Honig vorgefundene. 


27 §.C. Pan, A. A. Andreasen u. P. Kolachow, Science [New York] 112, 
115 [1950]. 

28 §.C. Pan, L. W. Nicholson u. P. Kolachow, J. Amer. chem. Soc. 73, 
2547 [1951]. 

29 D. French, Science [Washington] 113, 352 [1951]. 

30M. L. Wolfrom, A. Thompson u. T. T. Galkowski, J. Amer. chem. 
Soc. 72, 4093 [1951]. 

3. A, Jeanes, C. A. Wilham, R. W. Jones, H. M. Tsuchiyau.C. E. Rist, 
J. Amer. chem. Soc. 75, 5911 [1951]. 
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In Amylalkohol-Pyridin-Wasser = 7:7:6 zeigen sie jedoch Unter. 
schiede in ihren Rg-Werten* und zwar besitzt Panose einen solchen von 
0,55 und Isomaltotriose einen solchen von 0,43*!. Zur Unterscheidung 
untersuchten wir deshalb unseren Zucker auch in diesem Losungsmittel. 
Er zeigte dabei einen Rg-Wert von 0,43 (Mittelwert aus 9 Bestimmungen) 
und ist also identisch mit der Isomaltotriose. 

Zucker vom Ry 0,01: Dieser Zucker war im Chromatogramm nur 
noch in Spuren zu erkennen. Nach Anreicherung lieB sich bei der totalen 
Hydrolyse mit Salzsiure nur Glucose nachweisen, bei partieller Hydro. 
lyse dagegen neben Glucose noch zwei Disaccharide, und zwar Iso. 
maltose und Maltose. Mit Invertase konnte keine Spaltung erzielt 
werden. Ein EinfluB von f-Glucosidase war deshalb nicht mehr beobacht- 
bar, weil das Enzym allein schon neben anderen Zuckern auch Glucose 
in einer Menge enthalt, die der bei einer eventuellen Hydrolyse zu 
erwartenden gleichgekommen wire***. Der niedrige Rp-Wert spricht 
dafiir, daB es sich bei diesem Zucker um ein Tetrasaccharid handelt. 
Alle bisherigen Ergebnisse und sein Ry-Wert deuten darauf hin, daB hier 
‘4-Glucosyl-dextrantriose vorliegt, welche folgendermaBen auf. 
gebaut ist: 

a«-Glucosyl-(1.4)«-glucosyl-(1.6) «-glucosyl-(1.6) «-ghucose. 

Dieses Tetrasaccharid konnte von French* als synthetisches Produkt 
der Einwirkang von Schimmelpilz-Maltase auf Maltose identifiziert 
werden. 

Zucker vom Ry 0,00: Dieser Zucker, welcher itiberhaupt nicht 
lief, konnte im Chromatogramm weder mit Anilinoxalat, noch mit 
Naphthoresorcin-Trichloressigsiure sichtbar gemacht werden. Lediglich 
nach Extraktion der Chromatogramm-Startligie mit Wasser und 
starker Hydrolyse mit Salzsiiure konnte Glucose nachgewiesen werden. 
Bei vorsichtiger Hydrolyse dagegen erschien fast nur Maltose neben 
ganz wenig Glucose. Invertase war wirkungslos, mit «-Glucosidase trat 
der gleiche MiBstand auf wie beim obigen Zucker. Es darf daher wohl 
angenommen werden, daB es sich bei diesem Zucker um ein hoheres 
Kohlenhydrat mit dextrinartigem Aufbau handelt, welches nur 1—4- 
Bindungen enthalt. 


4. Papierchromatographie von Zuckerwasser-Honig 


Nach den bisherigen Ergebnissen versuchten wir zu erfahren, woher 
alle diese Zucker in unserem Bienenhonig stammen, ob sie durch die 
Bienen von der Pflanze mit eingetragen werden oder bei den enzymati- 
schen Vorgaingen im Bienenmagen entstehen. Zu diesem Zweck unter- 


32 B. Helferich, W.Richter u. 8. Griinler, Ber. Sachs. Akad. Wiss. Math. 
Phys. K1. 89, 385 [1938]. 

33H. Lettré, Angew. Chem. 50, 581 [1937]. 

4 J.H. Pazuru. D. French, J. biol. Chemistry 196, 265 [1952]. 

* Rg-Werte werden dadurch errechnet, daB man den Rr-Wert der parallel 
laufenden Glucose = 1,00 setzt. 
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suchten wir Zuckerwasser-Honig*. Die Chromatogramme des Zucker- 
wasser-Honigs wurden analog denen des Bienenhonigs mit 50-proz. 
Losungen hergestellt, es konnten dabei folgende Zucker identifiziert 
werden: 

Neben Fructose und Glucose, welche auch hier in der Haupt- 
sache vorhanden waren, lieBen sich noch folgende Flecken erkennen: 

Zucker vom Ry 0,14: Dieser lieB sich analog wie beim Blatthonig 
als Saccharose identifizieren. Ihre Menge war hier erheblich gréBer 
als im Blatthonig und betrug etwa 5—6%. 

Zucker vom Ry 0,11: Er konnte, wie bereits beim Blatthonig 
beschrieben, eindeutig als Maltose erkannt werden. Ihre Menge war 
aber hier im Gegensatz zum Blatthonig erheblich geringer. 

Zucker vom Ry 0,09—0,08: In diesen Flecken lieBen sich hier 
im Gegensatz zum Blatthonig nur zwei Zucker nachweisen. Es war 
einmal die Isomaltose und auBerdem noch die Erlose, die auf dieselbe 
Weise identifiziert werden konnten wie im Blatthonig. Die Erlose war 
jedoch in gréBerer Menge vorhanden wie in unserem Blatthonig. 

AuBerden genannten konnten im Zuckerwasser-Honig keine weiteren 
Zucker gefunden werden. Wir untersuchten auch die Homogenitiat des 
Zuckerwasserhonigs, indem wir Proben aus den verschiedensten Zellen 
der Wabe entnahmen und chromatographierten, es ergaben sich jedoch 
keine Unterschiede. 

MengenmaBig abnehmend gliedern sich die Zucker des Zucker- 
wasser-Honigs wie folgt: Fructose = Glucose >> Saccharose > Erlose 
> Isomaltose > Maltose. 


5. Untersuchung weiterer Honigsorten auf die Anwesenheit 
bisher gefundener Zucker 


Zur Ausweitung unserer Befunde haben wir noch eine Reihe weiterer 
Honigsorten** auf das Vorkommen der verschiedenen Zucker unter- 
sucht. Das Ergebnis ist in der umseitigen Tabelle zusammengefaBt. 

Im allgemeinen hat sich ergeben, daB alle festgestellten Zucker in 
unserem Blatthonig in gréBter Menge vorkommen, da sie noch alle, 
wenn auch in wechselnd geringeren Mengen, in den Honigen II und III 
vorhanden sind, die langsamiaufenden Oligosaccharide jedoch in den 
Sorten IV, V und VI fehlen oder zumindest in einer so geringen Menge 


* Von diesem wurde uns eine Wabe durch die ,, Bayerische Honigverwertungs- 
genossenschaft Miinchen“ liebenswiirdigerweise tiberlassen. Wir erhielten vom 
Imker die Garantie, daB sie keinen Honig enthalte, der von auBerhalb eingetragen 
wurde. Dieser Zuckerwasserhonig stammte aus der Zeit Dez.—Febr. 1953/54. Wir 
untersuchten auch den gleichen Rohrzucker, der wahrend dieser Zeit an die Bienen 
verfiittert worden war. In ihm lieBen sich papierchromatographisch keinerlei an- 
dere Zucker nachweisen. 

** Fir die Uberlassung dieser Honigsorten sind wir Herrn Direktor 
Dr. B6ttcher von der Bayerischen Landesanstalt fiir Bienenzucht in Erlangen 
sehr zu Dank verpflichtet. 
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vorhanden sind, daB sie im Chromatogramm nicht mehr ohne weiteres 
erkannt werden kénnen. 

Aus dem bisher Gefundenen kann folgendes geschlossen werden: 
Glucose und Fructose stellen die Hauptmenge der Zucker in allen 
Honigsorten dar. Sie sind das Spaltprodukt der Saccharose, welche 
von der Biene mit dem Nektar eingetragen bzw. im Zuckerwasser dar- 
geboten und in ihrem Magen enzymatisch gespalten wird. 

Als weitere Zucker, welche von der Biene mit Sicherheit eingetragen 
werden, diirfen wohl die Raffinose und die Melezitose angesehen 
werden, denn sie kommen beide im Zuckerwasser-Honig nicht vor. 
Raffinose ist ja ein im Pflanzenreich weit verbreiteter Zucker und ein 
fast standiger Begleiter der Saccharose. Hinzu kommt, daB die Bienen- 
saccharase Raffinose nicht abbauen kann*. Die Spuren Galaktose in 
unserem Honig sind sicher ein Sekundarprodukt, welches durch teil- 
weise Hydrolyse der Raffinose entstanden ist. 

Die Melezitose, welche in dem von uns untersuchten Honig nur 
in Spuren vorkam, in manchen Waldhonigen aber in hohem Prozentsatz 
auftreten soll, wird ebenfalls von den Bienen mit eingetragen und diirfte 
wahrscheinlich ein Stoffwechselprodukt von Rinden- und Blattlausen* 
sein. Die Biene besitzt ein Ferment, das Melezitose spalten und so zur 
Verwendung als Nahrung brauchbar machen kann*. 

Die Kestose, welche sich in unserem Blatthonig in beachtlicher 
Menge fand, nicht aber im Zuckerwasser-Honig, diirfte ebenfalls ein 





35 C. Oppenheimer, Fermente, Supplement 1, 215 [Den Haag 1936]. 
36 G. Gorbach u. R. Schneiter, Biochem. Z. 296, 367 [1938]. 
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155) 
Zucker sein, der durch Nektar mit eingetragen wird. Zimmermann!® 
konnte ein solches Trisaccharid (2 Moll. Fructose u. 1 Mol. Glucose) im 
“ Impatiens-Nektar nachweisen*. 
iI 
Tes 
en: © 
llen O 
che “ JO 
lar- 1 2g Ge 6 OL oe ie LO Be °F 
gen Abbildung zweier Chromatogramme. 
hen Lésungsmittel: n-Butanol-Eisessig-Wasser = 4:1:5. 
roi Laufzeit: 160 Stdn. (Zimmertemperatur). 
“ links: Entwickler: Naphthoresorcin-Trichloressigsaure. 
” 1. Saccharose (2-proz.), 
1en- 2. Fructose, Turanose, Saccharose, Maltose, Melezitose und Raffinose, 
Pin 3. Blatthonig (50-proz.) I, 
-eil- 4. Waldhonig (50-proz.) IT, 
5. Feld- und Wiesenhonig (50-proz.) ITI, 
6. Saccharose (2-proz.). 
— rechts: Entwickler: Anilinoxalat. 
sat ° 1. Fructose, Glucose, Galaktose, Melibiose, 
rfte 2. Lactose, Raffinose (jeweils 4-proz.), 
on 24 3. Blatthonig (50-proz.) I, 
zur 4. Waldhonig (50-proz.) II, 
5. Feld- und Wiesenhonig (50-proz.) ITI, 
6. Fructose, Glucose, Galaktose und Melibiose, 
cher 7. Lactose und Raffinose (jeweils 4-proz.). 
ein 
* Es diirfte auch dort als ein enzymatisches Sekundarprodukt entstanden 
sein!®, 
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Bekannt ist deren enzymatische Bildung bei der Einwirkung von 
Hefe-Invertase auf konzentrierte Rohrzuckerlésungen?’. 


Alle weiteren Zucker im Honig und Zuckerwasser-Honig sind als 
Sekundarprodukte anzusehen, welche offenbar durch Transglyko. 
sidierung entstehen. Es ist sicher, dai die Biene im Honigmagen eine 
noch im Honig vorhandene Glucosidase absondert, welche Glucose aus 
der Saccharose abspaltet und auf geeignete Acceptoren iibertragt*. Der 
Vorgang ist dabei etwa folgender: 


Glucose — O-Fructose + Enzym-H -~» Glucose-Enzym + Fructose 
Glucose-Enzym + ROH Glucose — O — R + Enzym-H 

R=H Se. uasenetherid, ; 

R = Monosaccharid — Disaccharid, 

R = Disaccharid — Trisaccharid, 

R = Trisaccharid — Tetrasaccharid usw. 


Es darf angenommen werden, dai die Maltose, welche sowohl im 
Honig wie im Zuckerwasser-Honig vorkommt, ein solches Synthese- 
_ produkt darstellt. Sie entsteht dann durch Ubertragung von Glucose 
auf ein freies Glucosemolekiil als Acceptor und Aufrichtung einer 1—4- 
Bindung. 

Erfolgt die Ubertragung des Glucoserestes jedoch auf ein Saccharose- 
Molekiil unter Verkniipfung des Glucoserestes am Glucoseteil der 
Saccharose in 1—4-Stellung, so erhalt man eine Glucosidosaccharose, 
Erlose genannt, welche sowohl in dem von uns untersuchten Blatt- 
wie Zuckerwasser-Honig vorkommt. 

Weiterhin diirfte im Bienenmagen noch eine Glucosaccharase vor- 
kommen, welche in der Lage ist, 1—6-Verkniipfungen herzustellen. Das 
primare Produkt dieses Enzyms diirfte die Isomaltose darstellen, 
welche sich in unserem Blatthonig wie auch im Zuckerwasser-Honig in 
erheblicher Menge vorfindet. Wird durch dieses Enzym ein weiterer 
Glucoserest mit Isomaltose in 1—6-Stellung verkniipft, so entsteht das 
Trisaccharid Dextrantriose, welches in mehreren Honigen nach- 
weisbar ist. 

In Spuren konnte noch ein weiteres Kohlenhydrat erkannt werden, 
welches wohl mit 4-Glucosyl-dextrantriose identisch ist. Dieses 
Tetrasaccharid ware demnach durch eine 1—4-Verknipfung von 
Glucose mit Dextrantriose entstanden zu denken. 

Bei dem im Chromatogramm nichtlaufenden Kohlenhydrat konnten 
dagegen nur 1—4-Bindungen erkannt werden. Ob es ebenfalls ein 
enzymatisches Syntheseprodukt darstellt, oder ob es durch die Biene 
mit eingetragen wird, lieB sich noch nicht feststellen. 

Die 3 letztgenannten Zucker kommen im Zuckerwasser-Honig nicht 
vor. Zum SchluB sei darauf hingewiesen, dafi die Menge der einzelnen 

Zucker mit der MolekiilgréBe stark abnimmt. Hierdurch wurden die 
Untersuchungen sehr erschwert. 
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Beschreibung der Versuche 


Papierchromatographie von Honig und Zuckern: Die gesamte 
Chromatographie wurde absteigend durchgefiihrt, da durch die verlangerte Laufzeit 
eine bessere Trennung der einzelnen Komponenten méglich war. Verwendet wurden 
dazu Glas-, spater auch Emailrinnen von etwa 30 cm Lange, welche in rechteckigen 
Glastrégen aufgehingt waren und sich sehr gut bewahrten. An Papier wurde aus- 
nahmslos Schleicher & Schiill, Nr. 2043 B, 30 x 50 cm, verwendet und dabei durch- 
laufend chromatographiert. Die Laufzeiten bewegten sich, je nach Art des zu unter- 
suchenden Zuckers zwischen 100 und‘ 200 Stdn. (Zimmertemperatur). 


Als Lésungsmittel wurde in der Hauptsache verwandt: 
n-Butanol-Eisessig-Wasser = 4:1:5, 
ferner in geringerem MaBe: 


wassergesattigtes Kollidin, 
n-Butanol-Pyridin-Wasser = 6:4:3, 
n-Butanol-Pyridin-Wasser = 3:1:1,5, 
n-Propanol-Essigester-Wasser = 7 :2:1, 
Amylalkohol-Pyridin- Wasser = 7:7:6. 


Hydrolyse der im Honig vorhandenen Zucker: Um die Hydrolyse der 
einzelnen Zucker im Honig durchfiihren zu kénnen, muBten sie erst von einander 
getrennt werden. Zu diesem Zweck wurden vom Honig Streifenchromatogramme 
hergestellt und dann die horizontalen Zonen der einzelnen Zucker aus dem Chromato- 
gramm herausgeschnitten. 

Die enzymatische Hydrolyse erfolgte direkt auf dem Papier®’. Zum neuen 
Startpunkt des Zuckers auf dem Papier wurden wenige cmm Enzym gegeben, das 
wir gewohnlich tiber Nacht einwirken lieBen. Wahrend dieser Zeit muBte sich das 
Chromatogramm in einem feuchtigkeitsgesittigten Raum befinden, damit das 
Enzym nicht eintrocknete. 

Die Saiurehydrolysen wurden nicht direkt auf dem Papier durchgefiihrt, son- 
dern der waBrige Auszug der Chromatogramm-Streifen wurde in einem Mikro- 
glaschen aufgefangen, mit einem Tropfen n/10-HCl oder Eisessig versetzt und im 
Trockenschrank vorsichtig bis fast zur Trockne eingedampft. AnschlieBend wurde 
1 Tropfen Wasser hinzugegeben und chromatographiert. Ein Neutralisieren der 
Hydrolyselésungen mit Ammoniak hatte sich nicht bewahrt, da durch das ent- 
stehende Ammoniumchlorid starke Stérungen im Chromatogramm auftraten. 
Blindproben mit den entsprechenden Sauren allein zeigten, daB beim Chromato- 
graphieren noch keine Papiercellulose gespalten wurde. 


Zusammenfassung 


Verschiedene Bienenhonige wurden papierchromatographisch unter- 
sucht. Der am genauesten untersuchte Blatthonig enthalt auBer Glucose 
und Fructose noch Saccharose, Maltose, Isomaltose, die Trisaccharide 
Erlose, Kestose, Spuren Melezitose, Raffinose und: Spuren Galaktose 
(Sekundérprodukt), Dextrantriose, das Tetrasaccharid 4-Glucosyl- 
dextrantriose und ein héheres dextrinartiges Kohlenhydrat. 

Zuckerwasser-Honig enthalt neben Glucose und Fructose nur 
noch Saccharose, Maltose, Isomaltose und das Trisaccharid Erlose. 

Auch in einigen anderen Honigen lieBen sich dieselben Zucker wie 
in dem von uns untersuchten nachweisen. In manchen dagegen, bei 





37 K. T. Williams u. A. Bevenue, Science [Washington] 113, 582 [1951]. 
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denen schon die Disaccharide in weit geringerer Menge vorkamen, 
fehlten die héheren Zucker. 

Wahrend Saccharose, Kestose, Melezitose und Raffinose von den 
Bienen mit dem Nektar eingetragen werden, entstehen Maltose, iso. 
maltose, Erlose, Dextrantriose, 4-Glucosyl-dextrantriose offenbar sekun. 
dir durch Transglykosidierung im Bienenkérper. 


Summary 


Various types of honey from bees were investigated by means of 
paper chromatography. The most closely investigated honey-dew honey 
contained, in addition to glucose and fructose, saccharose, maltose, iso. 
maltose, the trisaccharides erlose, kestose, traces of melezitose, raffinose 
and traces of galactose (a secondary product), dextrantriose, the tetra. 
saccharide 4-glucosyl-dextrantriose and a higher carbohydrate of the 
dextrin type. 

Honey derived from sugar syrup contains, in addition to glucose 
and fructose, only saccharose, maltose, isomaltose and the trisaccharide 
erlose. 

The same sugars as were found in the honey investigated could be 
detected in some other honeys. In many however containing the 
disaccharides in far smaller amounts, the higher sugars were absent. 

While saccharose, kestose, melezitose and raffinose are introduced 
with the nectar by the bees, maltose, isomaltose, erlose, dextrantriose 
are obviously formed as secondary products by transglucosidation in 
the body of the bee. 
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Uber die Wirkung von Honig- und Zuckerlésungen 


auf den Blutzuckerspiegel von Kaninchen 
bei intravenéser Dauerinfusion 


Von 


Stefan Goldschmidt, Hans Burkert, Christian Gloxhuber, 
Hans Gramss, Reinhilde Gramss und Conrad Anders 


Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Techn. Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1, Februar 1955) 


Die Identifizierung des cholinergischen Faktors des Honigs als 
Acetylcholin sowie Arbeiten von Koch und Baumgarten! iiber die 
spezifische Wirkung des Honigs auf die Zuckerutilisation, waren der 
AnlaB, die Wirkung von Honig- bzw. Zuckerlésungen auf den Blutzucker 
von Kaninchen zu untersuchen. Vor allem beabsichtigten wir die Kla- 
rung der Frage, ob tatsachlich das Acetylcholin im Honig die Ursache 
fir den Abfall des Blutzuckers bei Dauerinfusion von Honiglésungen 
darstellt oder ob eventuell dieser Abfall auf andere im Honig vorhandene 
Faktoren zuriickzufiihren ist. Insbesondere dachten wir hierbei an die 
Wirkung der Fructose, von der bekannt ist, daB sie im Vergleich zur 
Glucose rascher verwertet werden kann?. Unsere Versuche haben wir 
mit intraperitonealer und mit intravendser Dauerinfusion (30 min) 
durchgefiihrt. 


Versuchsmethodik 


Intraperitoneale Dauerinfusion: Zur mdglichsten Schonung des Tier- 
materials wurden anfangs einige Versuche mittels intraperitonealer Dauerinfusion 
durchgefiihrt. Verwendet wurden Kaninchen, welche fiir die Dauer der Infusion 
in Urethan-Narkose gehalten wurden, um nervése Stérungen des Blutzucker- 
spiegels auszuschalten. Die Infusion wurde iiber 30 min aufrecht erhalten, analog 


1 E. Koch, Med. Mschr. 3, 345 [1949]; Arztl. Forsch. 4, 157 [1950]; F. Baum- 
garten u. E. Koch, ebenda 4, 413 [1950]; F. Baumgarten, ebenda 4, 528 [1950]. 

2 §. Oppenheimer, Biochem. Z. 45, 30 [1912]; A. Bornstein u. K. Holm, 
ebenda 180, 209 [1922]; H. K. Barrenscheen, F. Dolleschall u. L. Popper, 
ebenda 177, 50, 67 [1926]; W. W. Oppel, ebenda 205, 47 [1929]; M. Wierzu- 
chowski, W. Pieskow u. E. Owsiany, Biochem. Z. 280, 146 [1931]; E. Herkin, 
F.M. Wengerowa, ebenda 272, 246 [1934]; S. Wakana, Mitt. med. Ges. Tokyo 
51, 1234 [1937]; ref. Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol (Abt. B) 105, 81 (1938); 
H.Gremels, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 208, 225 
[1944]; 205, 57 [1947]; Klin. Wschr. 24/25, 449 [1947]; H. Siedek, K. Burian u. 
0.Myslivec, Wiener klin. Wschr. 59, 51 [1948]; H. Leubner u. F.Gabl, 
Wiener Z. Med. 29, 545 [1948]; A. Pletscher, H. Fahrlander u. H. Staub, 
Helv. physiol. Acta 9, 46 [1951]; A. Pletscher, Helv. med. Acta 20, 100 [1953]; 
E.Helmreich, St. Goldschmidt, W. Lamprecht u. F. Ritzl, diese Z. 292, 
184 [1953]. 
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den Kochschen Versuchen, jedoch steigerten wir die infundierte Zucker- oder 
Honigmenge von 4 auf 10 mg/kg Kérpergewicht/min, da anzunehmen war, daB bei 
der intraperitonealen Verabreichung die Diffusion in den Blutkreislauf verzégert ist, 

Die Blutproben wurden jeweils aus einer der Ohrvenen entnommen, der Blut. 
zucker nach Hagedorn-Jensen® bestimmt. 

Bei allen Versuchen zeigte sich ein einheitlicher, langsamer Anstieg des*Blut- 
zuckerspiegels wahrend der Infusion, der nach 20 min den Maximalwert von 10 bis 
20 mg% erreichte, unabhangig davon, ob Glucose, Invertzucker, Honig oder inak. 
tivierter Honig* infundiert wurde. Wir wandten uns deshalb der intravendsen 
Dauertropfinfusion zu. 

Intravenése Dauertropfinfusion: Alle Zuckerbelastungsversuche wurden 
an Kaninchen durchgefiihrt, die mit Urethan (1,0 g/kg) subcutan und Polamidon 
(2,5 mg/kg) subcutan narkotisiert waren. Zunaichst wurde die Vena jugularis 
externa auf einer Seite freigelegt und unterbunden. In den zum Herzen fiihrenden 
Abschnitt des GefaBes wurde eine stumpfe Kaniile eingebunden, durch welche die 
Lésungen infundiert werden konnten. Die Zuckerlésungen liefen tiber eine kurze 
Schlauchverbindung aus einer iiber dem Versuchstier hangenden Biirette unter 
einem geringen Uberdruck in das GefaB ein. Die Einlaufgeschwindigkeit wurde mit 
einem Quetschhahn geregelt. 

Unter peinlicher Schonung des Nervus vagus wurde die Arteria carotis com. 
munis freigelegt und unterbunden. Etwa 1/. cm herzwarts von der Unterbindung 
an wurde das GefiB mit einer kleinen Klemme abgequetscht und das zwischen 
’ Klemme und Unterbindung liegende Gefafstiick durchtrennt. Mit dieser Technik 
war es méglich, einerseits fortlaufend zu infundieren, andererseits konnten jeder- 
zeit arterielle Blutproben fiir Zuckerbestimmungen entnommen werden. 

Die Infusion wurde in der Weise durchgefiihrt, daB jedem Tier etwa 0,5 ccm/ 
min in der erforderlichen Konzentration infundiert wurde. Die erste Blutprobe 
wurde jeweils.vor Beginn der Infusion entnommen, weitere Proben im Abstand von 
5 bzw. 10 min wahrend der Infusion. Die Versuchsdauer betrug im allgemeinen 
30 min. Der Blutzucker wurde nach Hagedorn-Jensen bestimmt**, Um Ver- 
suchsfehler méglichst auszuschalten, wurden zu jedem Zeitpunkt 3 Blutproben 
entnommen. 

In den folgenden Ergebnissen ist in den Kurven jeweils der Verlauf des Blut- 
zuckerspiegels wahrend der Infusion dargestellt. Die Kurven sind Mittelwerte aus 
mehreren Versuchen, deren Zahl jeweils angegeben ist. Die Mittelung ist unbedingt 
erforderlich, da die Einzelwerte ziemlich streuen. 

Der mittlere Blutzuckerausgangswert (in Narkose vor Infusionsbeginn) wurde 
jedesmal gleich Null gesetzt*. Zum Vergleich sind jeweils die von Koch und 
Baumgarten an Hunden erhaltenen Kurven eingezeichnet. 


Ergebnisse 
1. Glucose 


Bei Infusion einer Glucoselésung von 4 mg/kg/min erhielten wir wahrend der 
ersten 10 min einen ahnlichen Glucoseanstieg, wie ihn die Kochschen Versuche 


zeigten (Abb. 1), jedoch beobachteten wir nach Erreichen dieses Maximalwertes 


(10 min) bei Fortdauer der Infusion einen nachfolgenden raschen Abfall der Blut- 
zuckerkurve. 


3-H. C. Hagedorn u. B.N. Jensen, Biochem. Z. 1385, 46, 1387, 92 [1923]. 

* Inaktivierter Honig ist ein Honig, in welchem das Acetylcholin zerstért oder 
entfernt ist. 

** Fiir die Durchfiihrung der zahlreichen Zuckerbestimmungen sind wir 
Herrn F. Kussius sehr zu Dank verpflichtet. 

+ Die hohen Blutzuckerausgangswerte lassen sich durch den Operationsschock 
erklaren. Venése Blutproben, welche bei Narkose vor Operationsbeginn entnommen 
wurden, bewegten sich durchschnittlich zwischen 150—200 mg%,. 
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Abb. 1. Infusion von Glucose beim Kanin- 
chen. A: 4 mg/kg/min; B: 10 mg/kg/min 
(Mittel aus je 5 Versuchen). C: 4 mg/kg/min 
beim Hund (nach Koch und Baumgarten}). 
Blutentnahme aus der Ohrvene. 
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Bei Erhéhung der Zuckerkonzentration auf 10 mg/kg/min kommt es dagegen 
zu einem steilen Anstieg des venésen Blutzuckers, der ebenfalls nach 10 min einen 
Maximalwert erreicht, dann aber wahrend der Dauer der Infusion annahernd 
gleich hoch bleibt. 


2. Honig 


Infundiert wurde eine enteiweiBte Honiglésung, deren Testung einen Acetyl- 
cholingehalt von 2,5 y/g Honig ergeben hatte (Abb. 2). 

Im Gegensatz zu den intraperitonealen Versuchen tritt hier mit 4 mg/kg/min 
ein starker Abfall des Blutzuckerspiegels auf. Der beobachtete Blutzuckersturz ist 
viel betrachtlicher, als der von Koch an Hunden beobachtete. 
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Abb. 2. Infusion von 4 mg/kg/min Honig. -20 
A: beim Kaninchen (Mittel aus 3 Versuchen); 8 
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Wird die infundierte Honigmenge auf 10 mg/kg/min erhéht, so steigen die 
Blutzuckerwerte ahnlich wie bei Glucose steil an. 


3. Physiologische Kochsalzlésung 


Durch ausschlieBliche Infusion physiologischer Kochsalzlésungen muBte fest- 
gestellt werden, ob durch Operation oder Infusion keine Stérungen des Blutzucker- 
spiegels auftreten (Verdiinnungseffekt usw.). Deshalb wurden 0,5 ccm physiolo- 
gischer Kochsalzlésung/min in 3 Versuchen infundiert und es zeigte sich, daB 


_ wahrend der Infusion nur eine langsame, voriibergehende Senkung des Blutzucker- 


spiegels von maximal 15 mg% eintritt, die gegeniiber den durch Zucker- oder 
Honigzufuhr bedingten Anderungen nicht ins Gewicht fallt. 


4, Invertzucker und inaktivierter Honig 


Kine Inaktivierung des Honigs erfolgte durch Neutralisieren des vorher ent- 
eiweiBten Honigs auf py 7—8, mehrstiindiges Stehenlassen und anschlieBendes 
Anséuern mit verd. Salzsiure auf py 4. In solchen Lésungen lieB sich kein Acetyl- 
cholin mehr nachweisen, sie enthielten zusitzlich aus den Neutralisationsvor- 
gangen Natriumchlorid, dessen Menge etwa der einer physiologischen Lésung ent- 
sprach. 


14* 
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Invertzucker oder inaktivierter Honig wurden in einer Konzentration von je 
4 mg/kg/min infundiert (Abb. 3). Ein Vergleich der erhaltenen Blutzuckerkurven 
zeigt, daB der Blutzucker bei Infusion von Invertzucker bedeutend starker an. 
steigt, als bei inaktiviertem Honig (maximale Zunahme 60 mg% bzw. 17 mg%). 


























S +60 
iS : A | Abb. 3. Infusion von je 4 mg/kg/min Invert. 
Y+40 { ——{ zucker (A), inaktiviertem Honig beim Ka- 
* J 7. | ninchen (B) und beim Hund nach Koch und 
+20 ___| Baumgarten! (C). Mittel aus 6 Versuchen 
ee mit Invertzucker, aus 4 Versuchen mit in. 
(274) 0 ' a a aktiviertem Honig. 
(265) 10 | in | 
Min. —— 


Es wird vermutet, daB die neben Invertzucker im Honig noch vorhandenen 
hdheren Kohlenhydrate eine Beschleunigung des Glucoseabbaus bewirken kénnen, 
Auch bei den intraperitonealen Infusionen wurde qualitativ das gleiche Ergebnis 
erzielt, jedoch waren hier die Unterschiede zwischen beiden Zuckern nicht so aus- 

gepragt. 

5. Fructose 

Eine Infusion von 4 mg Fructose/kg/min wirkt ahnlich, wie eine gleichartige 
Infusion von Honig (Abb. 4). Jedoch findet in den ersten Minuten der Infusion ein 
geringer Anstieg reduzierender Zucker statt, dem dann ein betrachtlicher Abfall 
des Blutzuckerspiegels folgt. 
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Abb. 4. Abb. 5. 
Abb. 4. Infusion von je 4 mg/kg/min Fructose beim Kaninchen (A, Mittel aus 
4 Versuchen), beim Hund (B, nach Koch und Baumgarten!). 
Abb. 5. Infusion von 10 mg/kg/min Fructose, der pro kg und min 0,1 y Acetyl. 
cholin und 2,5 y Cholin zugesetzt worden war; beim Kaninchen (Mittel aus 2 Vers,). 


Wird die infundierte Fructosemenge auf 10 mg/kg/min erhoht, so tritt, ahn- 
lich wie bei Glucose, ein Anstieg des Blutzuckerspiegels auf. Ob es sich ausschlieb. 
lich um eine Zunahme von Fructose oder Glucose oder um eine gleichzeitige Zu- 
nahme beider Zucker* handelt, wurde nicht untersucht. 

In weiteren Versuchen wurde der infundierten Fructose (10 mg/kg/min) Ace- 
tylcholin und Cholin zugesetzt, um festzustellen, ob letztere Verbindungen im Ge- 
misch mit Fructose einen EinfluB auf den Blutzuckerspiegel ausiiben. Die zuge- 
setzte Acetylcholin- und Cholinmenge entspricht etwa der 4-fachen Normalmenge 
des Honigs. 


* Vgl. S. 205. 
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Uberraschenderweise zeigte eine Fructose-Acetylcholin-Cholin-Mischung einen 
deutlichen Effekt (Abb. 5), es trat eine nicht unbetrachtliche Blutzuckersenkung 
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cetyl- Abb. 6. Infusion 60 mg/kg/min Fructose beim Kaninchen (Mittel aus 9 Versuchen). 
ers.). A: Gesamtzucker nach Hagedorn-Jensen, B: Fructose, C: Glucose. 
_ ahn- 7. Die Vertraglichkeit der Fructose 
hlieb. Aus zahlreichen Arbeiten ist bekannt, da8 Fructose im Organismus weitaus 
fe Zu- schneller und andersartig abgebaut wird als Glucose®:>. Bei Fructoseinfusionen von 

4 mg/kg/min hatte sich ergeben (Abb. 4), da8 wahrend der Infusion im Blut nur 
oe auBerst wenig Fructose erscheint. Uns interessierte deshalb, wie weit man die 
zuge- 4 A. Bornstein u. R. Vogel, Biochem. Z. 122, 276 [1921]; T. Seo, ebenso 


nenge 168, 275 [1925]; S. Lang u. L. Rigo, ebenda 192, 173 [1927]. 
5 St.Goldschmidt, E. Helmreich u. K. Stuhlfauth, Z. Naturforsch. 7b, 
418 [1952]. 
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Dosis steigern kann, bis es zu einem starken Fructoseanstieg im Blut kommt. Zu. 
nachst wurde nur die Gesamtreduktion bestimmt. 

Mit 60 mg/kg/min Fructose erfolgt ein betrachtlicher Anstieg des Gesamt. 
zuckers, nach 30 min Infusion bis tiber 500 mg®% (Abb. 6, Kurve A)*. Die Versuche 
wurden wiederholt und in gleichen Blutproben neben Hagedorn-Jensen die 
Fructose nach Stéhr® bestimmt. Die Glucosewerte wurden indirekt errechnet 
(Glucose = Gesamtzucker — Fructose), eine Methode, die auch von Pletscher 
und Mitarbb.? angewandt wurde. Die Glucose nach Willstatter und Schudel’ 
zu bestimmen, miBlang in Analogie zu den Versuchen von Bang’. Die Methode 
ist deshalb unspezifisch, weil auBer Glucose andere Verbindungen des Blutes mit- 
reagieren. Der dadurch bedingte Blindwert blieb inkonstant. 
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Abb. 7. Infusion von 10 mg/kg/min Fructose beim Kaninchen (Mittel aus 3 Ver- 
suchen) A’: Gesamtzucker nach Hagedorn-Jensen, B’: Fructose, C’: Glucose, 
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Wie erwartet, steigt nach 60 mg/kg/min Fructosezufuhr nicht nur die Fruc- 
tosekonzentration stark an, sondern auch Glucose findet sich vermehrt im Blut. 
Die Zunahme der Glucose (Abb. 6, Kurve C) betragt maximal 40% des Gesamt- 
zuckeranstiegs (30 min), 60% des Anstieges entfallt auf die Fructose. 

Der hohe Glucoseanstieg veranlaBte uns, nachzupriifen, ob sich ein Teil der 
Fructose im Blut durch evtl. Phosphorylierungen der Bestimmung nach Stéhr 
entzogen hat. Dazu wurden in mehreren Versuchen zu jedem Zeitpunkt gleich- 
zeitig 4 Blutproben wahrend der Fructoseinfusion (30 min) entnommen und ent- 
eiweiBt. Zwei Proben wurden nach Stéhr titriert, die iibrigen mit 1-n. HCl bei 
100° zur Spaltung evtl. vorhandener Fructosephosphate 2 Stdn. hydrolysiert; an- 
schlieBend wurde die Fructose nach Stéhr bestimmt. Die Analysenwerte waren 
nahezu identisch. 

Das tatsichliche Auftreten relativ hoher Glucosemengen bei Fructoseinfu- 
sionen (60 mg/kg/min) bewiesen wir papierchromatographisch. 

Parallelproben von enteiweiBten Blutzuckerlésungen wurden bis auf wenige 
cem eingedunstet und zur Trennung von Glucose und Fructose absteigend in 
n-Butanol/Ameisensaéure/Wasser (Schleicher & Schiill-Papier Nr. 2043 B) etwa 
5 Tage lang chromatographiert®. Die Flecken von Glucose und Fructose wurden 
ausgeschnitten, eluiert und nach Willstatter-Schudel bzw. Stéhr titriert. 


® R.Stéhr, diese Z. 222, 261 [1933]. 

7 R. Willstatter u. G.Schudel, Ber. dtsch. chem. Ges. 51, 780 [1918]. 

8 I. Bang, Biochem. Z. 92, 346 [1918]. 

® L.F. Wiggins u. J.H. Williams, Nature [London] 170, 279 [1952]. 

* Diese Fructosemenge wurde von allen Tieren ohne irgendwelche Schadigung 
gut vertragen. 
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Bei einem Vergleich mit den erstgenannten Bestimmungen liegen die so er- 
haltenen Glucosewerte etwa 5% niedriger, die Fructosewerte schwanken um + 10%. 
Aus diesen Ergebnissen kann mit Sicherheit gefolgert werden, daB bei einer Fruc- 
toseinfusion von 60 mg/kg/min etwa 60% des Blutzuckeranstieges durch Fructose 
und 40% durch Glucose verursacht werden. 

Wie weitere Versuche bewiesen, beruht auch bei einer Infusion kleinerer 
Fructosemengen (10 mg/kg/min) der erhéhte Blutzuckerspiegel auf einer gleich- 
zeitigen Anwesenheit von Glucose und Fructose (Abb. 7). Auch hier ist das Ver- 
haltnis der Fructose- zur Glucosezunahme 6 : 4. 

Zugleich zeigt Abb. 6, daB wahrend und nach der Infusion einer gréBeren 
Fructosemenge ein relativ hoher Fructosespiegel im Blut bestehen bleibt. 
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Unabhiangig davon erhebt sich die Frage, inwieweit und mit welcher Ge- 
schwindigkeit die infundierte Fructose aus dem Blut verschwindet. Tragt man 
graphisch die prozentuale Fructosemenge auf, welche aus dem Blut verschwindet 
(Abb. 8)*, so zeigt sich, daB nach den ersten 5 min der Infusion bereits nur noch 
etwa 30% der dargebotenen Fructose im arteriellen Blut vorhanden sind. Trotz 
weiterer Zufuhr tritt eine standige Abnahme der Fructose ein, so daB am Ende der 
Infusion nur noch etwa 10% der insgesamt verabreichten Fructose im Blut nach- 
zuweisen sind. Merkwiirdig ist, daB diese Beziehung immer gilt, unabhangig davon, 
ob 60 oder 10 mg/kg/min infundiert worden sind (Abb. 8). 

Wenn man bei einer Infusion von 60 mg/kg/min nach 30 min nur mehr 10% 
der Fructose im Blut wiederfindet, so bedeutet das, daB bei einem Tier von 5 kg 
(in 30 min 9 g Fructose) innerhalb von 30 min etwa 8,1 g Fructose durch Dissimi- 
lation oder Assimilation (Glykogenaufbau) verschwunden sind. Diese Tatsache ver- 
anschaulicht besonders deutlich, mit welcher Schnelligkeit und in welcher Menge 
Fructose im Organismus umgewandelt werden kann. 


Diskussion 
Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, daB Honig bei intravenéser 
Dauertropfinfusion an narkotisierten Kaninchen, wie schon Koch 
und Baumgarten! festgestellt haben, den Blutzuckerspiegel zu 
senken vermag. Allerdings tritt nach unseren Befunden diese Senkung 
nur ein bei geringer Honigverabreichung (4 mg/kg/min), nach hGheren 
Konzentrationen (10 mg/kg/min) steigt der Blutzucker wahrend der 


Fructosewert x Blutmenge 


. . Blut- 
Infundierte Fructosemenge " 


* % verschwundene Fructosemenge = 


menge: etwa 1/,, des Kérpergewichtes. 
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Infusion stark an. Ob das Acetylcholin im Honig fir diese Wirkungen 
mitverantwortlich gemacht werden kann, ist eine Frage, die Neumann! 
und auch wir anfanglich verneint haben. Die Acetylcholinmenge von 
etwa 1,5 y pro Tier und Versuch erschien uns zu gering, um eine Wir. 
kung auszuldésen, auBerdem war fiir solch geringe Mengen an eine 
schnelle Spaltung des Acetylcholins durch die im Blut reichlich vor. 
handenen Cholinesterasen zu denken. 

Inaktivierter Honig rief in keinem unserer Versuche eine Blut- 
zuckersenkung hervor, Honig dagegen, dessen Acetylcholingehalt nicht 
zerstort war, bei intravendser Darbietung eine starke Senkung des 
Blutzuckers (bis etwa 60 mg%). Eine analoge Infusion von Acetylcholin 
ohne Zucker (wenn auch in 8facher Menge, als in’ Honig vorkommend) 
erniedrigt ebenfalls den Blutzucker stark. Es scheint also, daB das dar. 
gebotene Acetylcholin unabhangig davon, ob es allein oder mit Honig 
infundiert wird, seine Wirkung entfaltet, bevor es der Spaltung durch 
die Blutesterasen unterliegt*. 

Bei intravenéser Fructoseinfusion ergab sich, daB bei Verab- 
_ reichung geringer Dosen (4 mg/kg/min) ebenfalls ein Abfall des Blut- 
zuckers stattfindet. Erh6ht man die Dosis auf 10 mg/kg/min, so tritt 
auch hier, wie bei Honig, ein Anstieg des Blutzuckerspiegels ein. 
Infundiert man Fructose und Acetylcholin (4fache Menge wie im 
Honig), so sinkt der Blutzuckerspiegel unter den Ausgangswert. In- 
vertzucker zeigt nicht die blutzuckersenkende Eigenschaft der Fruc- 
tose, auch nicht bei niedrigen Konzentrationen. Man kann also nicht 
die Fructose im Honig allein fiir die Blutzuckersenkung verantwortlich 
machen. 

Wie die Abb. 6 und 7 zeigen, findet bei Fructoseinfusionen (10 mg 
bzw. 60 mg/kg/min) im Blut von Kaninchen ein Glucoseanstieg statt, 
der unabhangig von der Fructosedosis nach 20 min einen maximalen 
Wert erreicht und bei Fortdauer der Infusion relativ konstant bleibt. 
Nach Unterbrechung der Zuckerzufuhr fallt der Glucose- und Fructose- 
spiegel annahernd parallel ab. Das Verhialtnis Fructose : Glucose ver- 
halt sich wahrend des Anstieges wie 6:4. Man muB daher die Frage 
stellen, woher die zusatzliche Glucose im Blut kommt. Bei der Diskussion 
dieses Problems ist zu beachten, daB die Tiere in Narkose lagen, -also 
einen schitzungsweisen Kalorienbedarf von 0,15 kceal/Stde. haben. Die 
Menge infundierter Fructose (0,3 g bzw. 1,8 g/kg/30 min) belastet also 
den Kohlenhydratstoffwechsel des Tieres weit iiber die Norm. Trotzdem 
wurde von verschiedenen Autoren nach Fructoseinfusion ein Glucose- 
sturz beschrieben (vgl. ,,Mitnahmeeffekt’ von StrauB und Hiller"). 


10 W. Neumann, Hippokrates 28, 340 [1952]. 

11 EK. StrauB u. I. Hiller, Med. Mschr. 10, 693 [1951]. 

* Diese Blutzuckersenkung fehlt bei intraperitonealer Verabreichung von 
Honig. Dies erklart sich wohl daraus, daB der Ubertritt der injizierten Lésungen 
ins Blut relativ lange dauert, wodurch die Esterasen ihre Wirkung zuvor ent- 
falten kénnen. 
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Selbst hohe intravendse Fructosegaben, wie sie Pletscher 1953? am 
Menschen verwendet (0,5 g/kg), sollen den Glucosespiegel senken (wih- 
rend der Infusion). In der zusammenfassenden Arbeit von Pletscher? 
(1953) wird eine groBe Zahl von Moglichkeiten, die fiir den beobachteten 
Glucosesturz verantwortlich sein kénnten, diskutiert. Der bei unserer 
Versuchsanordnung gefundene Glucoseanstieg nach Fructosebelastung 
ist jedoch einwandfrei durch den chromatographischen Nachweis der 
gebildeten Glucose belegt. Aus mehreren Arbeiten?, auch aus unserem 
Institut® 12, ist bekannt, daB nach Infusion von Fructose in héherem 
Umfange als nach Zufuhr jeder anderen im Organismus verwertbaren 
Hexose aktivierte Essigsiure (Sofortdissimilation der Fructose) und 
Brenztraubensaure in der Zeiteinheit gebildet wird. Ein Weg des ,,Um- 
baues‘* der Fructose zu Glucose kénnte demnach die Gluconeogenese 
sein. Pletscher? (1953) findet nach Beendigung der Fructoseinfusion 
einen erheblichen Anstieg des anorganischen Phosphates, der bei Glucose- 
infusion ausbleibt. Der veranderte Phosphathaushalt bei Fructosezufuhr 
(i. v.) kénnte in der Umwandlung von Fructose-1.6-diphosphat mit 
Hilfe der Phosphatase und der Lohmannschen Isomerase in Bezie- 
hung gebracht werden!s: 
Fructose-1.6-diph -- Fructose-6-ph + ph -» Glucose-6-ph — 
> Glucose + ph (ph = Phosphat) 

Es kann daran gedacht werden, daB obige Reaktionsfolge einen 
Mechanismus darstellt, der bei enorm hohem Fructoseangebot im Neben- 
schluB stattfindet; denn das Verhaltnis Fructose : Glucose ~ 6:4 beim 
Blutzuckeranstieg ist sicher kein zufalliges. Wahrend der Infusion der 
Fructose kénnte dieser Mechanismus, bedingt durch einen Mangel an 
anorganischem Phosphat, in Aktion treten (beschleunigte Glykolyse der 
Fructose, Phosphorolyse des Glykogens usw.). Ebenfalls diskutabel ist 
eine Glucosebildung nach hoher Fructoseinfusion durch eine Umkehr 
der glykolytischen Vorginge. Der endgiiltige Beweis dieser heute noch 
ungeklarten Verhaltnisse kann erst durch eine genaue Analyse der 
stationéren Zwischenstoffkonzentrationen und einer exakten energe- 
tischen Bilanz geliefert werden. 


Zusammenfassung 


1. Bei intravenéser Dauertropfinfusion von Honiglésungen ge- 
ringer Konzentration (4 mg/kg/min) an narkotisierten Kaninchen tritt 
eine Blutzuckersenkung ein, bei hGheren Konzentrationen (10 mg/kg/min) 
dagegen eine Blutzuckersteigerung. 

2. Die Erniedrigung des Blutzuckerspiegels wird durch das Acetyl- 
cholin des Honigs verursacht. Sie fehlt bei Honiglésungen, aus denen das 


122 KE. Helmreich, St. Goldschmidt, W. Lamprecht u. F. Ritzl, diese 
Z. 292, 184 [1953]; E. Helmreich, Habilitationsschrift Miinchen 1953; E. Helm- 
reich, H. Holzer, W. Lamprecht u. St. Goldschmidt, diese Z. 297, 113 [1954]. 
13 Phosphorus Metabolism, Mc Elroy and Glass, I, 101 (1951), Baltimore, 
The Johns Hopkins Press. 
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Acetylcholin entfernt wurde. Acetylcholin allein senkt den Blutzucker. 
Bei hohen Honigkonzentrationen kommt es zu einer Uberschwemmung 
des Blutes mit Zuckern, die Acetylcholinwirkung wird dadurch iibertént. 

3. Wie der Honig vermag auch Fructose in geringen Dosen den 
Blutzucker zu senken. Bei gréBeren Dosen tritt auch hier eine Blut- 
zuckersteigerung ein. Invertzucker zeigt diese Eigenschaft nicht. 

4. Bei Infusion sehr hoher Fructosemengen (60 mg/kg/min) tritt 
ein starker Anstieg reduzierender Zucker im Blut ein (500—600 mg%), 
der zu etwa 60% von Fructose, zu etwa 40% aber von Glucose ver- 
ursacht wird. 


Summary 


1. Honey solutions of low concentration administered by continuous 
drop infusion (4 mg/kgm/min) to anaesthetized rabbits generate reduc- 
tion in the blood sugar level. In the case of higher concentrations 
(10 mgm/kgm/min.) however, a rise in the blood sugar occurs. 

2. The reduction in the blood sugar level is caused by the acetyl- 
eholine in honey and does not appear with honey solutions from which 
the acetylcholine has been removed. Acetylcholine alone reduces the 
blood sugar. In the case of higher concentrations of honey the blood is 
flooded with sugars so that the acetylcholine effect is completely masked. 

3. Small doses of fructose like honey reduce the blood sugar. With 
larger amounts an increase in blood sugar occurs here also. Invert sugar 
does not exhibit these properties. 

. 4, When very large amounts of fructose (60 mgm/kgm/min.) are 
administered by infusion a marked rise (500—600 mgm%) in the level 
of reducing sugars in the blood occurs. Approximately 60 per cent of 
this effect is due to fructose and 40 per cent to glucose. 
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Kine Analyse des Chemotropismus einiger Pilze, 
insbesondere der Saprolegniaceen 
Von 
F. G. Fischer und Gottfried Werner * 


Aus dem Chemischen Institut der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Februar 1955) 


Der Begriff des ,,;Chemotropismus‘* wurde von W. Pfeffer 1884 
gepriigt in seiner klassisch gewordenen Untersuchung ,,Locomotorische 
Richtungsbewegungen durch chemische Reize‘‘! zur Kennzeichnung 
der durch stoffliche Einfliisse gerichteten Wachstumsbewegungen 2. 


Gerichtetes Wachstum pflanzlicher Organe und gerichtete Ortsverainderungen 
frei beweglicher Zellen, deren Abhangigkeit von stofflichen Reizen sich vermuten 
lieB, waren schon vielfach beobachtet und beschrieben worden, z. B. von A. de 
Bary, der auch auf ihre Bedeutung fiir die Befruchtung, fiir die Wechselbezie- 
hungen zwischen Parasit und Wirt, Saprophyt und Nahrsubstrat usw. hinge- 
wiesen hatte’. 

Das erste experimentell herbeigefiihrte Beispiel wurde jedoch von J. Wort- 
mann 1887 angegeben: ,,Bringt man in die Nahe einer jungen Saprolegnia-Cultur 
im hangenden Tropfen ein Stiickchen geeigneten Nahrmaterials, etwa ein Fliegen- 
bein und dergl., so sieht man sehr haufig die jungen Schlauche unter energischer 
Kriimmung ihre bisherige Wachstumsrichtung verlassen und dann geradlinig auf 
das frische Substrat fortwachsen‘‘‘. 

Der erste Versuch wurde also mit einem Vertreter der gleichen Familie von 
wasserbewohnenden Pilzen gemacht, die auch in der vorliegenden Arbeit haupt- 
sichlich als Objekt gedient hat. Weitere, zur Klirung des Chemotropismus von 
Pilzhyphen ausgefiihrten Untersuchungen von Miyoshi’, Fulton®, Graves’, 
Miiller® und Schmidt® werden bei der Schilderung unserer Ergebnisse in be- 
stimmtem Zusammenhang noch zu erwahnen sein. 


* Dissertat. G. Werner, Wurzburg 1951. Die Ergebnisse wurden vorgetragen 
der Miinchener Chem. Ges. am 19. Sept. 1947 von F. G. Fischer (Angew. Chem. 
60, 255 [1948]) und dem Internationalen Botaniker-KongreB in Stockholm von 
G. Werner (Proc. Intern. Bot. Congr. Stockholm 1950, 7, 389 [1953]). 

1 Untersuchungen aus dem Botanischen Institut zu Tiibingen Bd. I, 363 [1884]. 

* Zunachst tibrigens fiir chemotaktische Vorgainge und davon nicht geschieden: 
Nach Analogie mit anderen Bezeichnungen kénnte man hier von Chymitropismus 
oder Chymitaxis sprechen“ (1. c.1, und zwar S. 474, FuBnote 2). In der angelsich- 
sischen Literatur werden heute noch vielfach beide Begriffe nicht unterschieden. 

3 A. de Bary, Vergleichende Morphologie und Biologie der Pilze (1. Auflage 
1866), W. Engelmann, Leipzig. Siehe insbes. 8. 393 der 2. Auflage 1884. 

JJ. Wortmann, Bot. Ztg. 45, 802, 816, 833 [1887]. 
M. Miyoshi, Bot. Ztg. 52, 1 [1894]. 
-H. R. Fulton, Bot. Gaz. 41, 81 [1906]. 
A. H. Graves, Bot. Gaz. 62, 337 [1916]. 
K. O. Miller, Beitr. allg. Botanik 2, 276 [1922]. 
R. Schmidt, Jb. wiss. Botanik 1925, S. 509. 
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Die Anregung zu unseren Versuchen wurde jedoch nicht von diesen 
Arbeiten gegeben, sondern von Beobachtungen, die durch H. Burgeff 
und I.Schneebauer” im hiesigen Botanischen Institut gemacht 
worden waren und ebenso wie die Wortmannsche Beobachtung einen 
eindeutigen Nachweis fiir experimentell erzeugbaren, positiven Chemo. 
tropismus geliefert hatten: Bringt man Pollinien von Orchideen oder 
auch Pollenstaub anderer Pflanzen auf die Oberflache einer Agar-Agar. 
Schalenkultur einer Saprolegnia, so sieht man, daB die in der Nahe be. 
findlichen Hyphen beim Weiterwachsen sich auf die Pollenk6rner zu. 
kriimmen, um sich in ihrer nachsten Nahe anzuhaufen. Diese Wirkung 
wird durch Stoffe hervorgerufen, die aus den Pollen herausdiffundieren, 
denn sie léBt sich auch durch ihre waBrigen Ausziige erreichen. Eine 
Identifizierung der wirkenden Faktoren war in der Schneebauer. 
schen Untersuchung nicht erreicht worden; sie war das Ziel unserer 
Arbeit. 


Welche natiirlichen Materialien wirken chemotropisch ? 


: In den Versuchen von Schneebauer war durch die Kriimmung 

der Saprolegnia-Hyphen die positiv chemotropische Wirkung des Bliiten- 
staubes und auch der Narben zahlreicher Pflanzen nachgewiesen worden. 
Doch nicht alle untersuchten Pollen hatten diese Wirkung entfaltet; 
auch Stiickchen von Blattern, Bliiten, Friichten, Samen und anderen 
Pflanzenorganen hatten sich meistens als wirkungslos gezeigt. Unsere 
Vorversuche ergaben hingegen, daB chemotropisch wirkende Stoffe in 
organischem Material allgemein vorkommen. Man braucht nur Koch. 
auszige von Pflanzenteilen oder von tierischen Organen herzustellen 
und sie von einer Stelle aus in das Mycel einer Saprolegnia-Kultur 
diffundieren zu lassen, um mehr oder weniger starke, d. h. weitreichende 
,Anlockungen“ der Hyphen festzustellen. Besonders wirksam waren 
Extrakte aus Fleisch, Fischrogen und Casein-Handelspraparaten, aber 
auch Blut, Harn, Molke und Lésungen von Gerstenmalz. 

Zum quantitativen Vergleich der chemotropischen Effekte war es unerlaBlich, 
mit Kulturen des gleichen Pilzes zu arbeiten (wir verwendeten zunachst Saprolegnia 
ferax [Gruith.] Thuret oder S. mixta de Bary"), sie in der diinnen Schicht einer 
nahrstoffarmen Agar-Gallerte wachsen zu lassen und die zu priifenden Loésungen 
aus kleinen Agar-Saulchen bekannten Volumens auf das Mycel zur Einwirkung zu 
bringen (genauere Angaben im iibernaichsten Abschnitt). 


Die chemotropischen Erscheinungen 


Das Mycel einer Saprolegnia wichst in einer nahrstoffarmen, diinn 
ausgegossenen Schicht von Malz-Agar sehr regelmaBig und iibersichtlich 
aus. Die Hyphen streben allseitig radiar von der Impfstelle fort, so dai 
ihre Wachstumsfront nahezu eine Kreislinie bildet. Die Verzweigungen 


10 J. Schneebauer, Dissertat. Wiirzburg 1945. — Wir danken Herrn Prof. 
Burgeff fiir wertvolle Ratschlage und fiir die Uberlassung von Pilzmaterial. 

11 Siehe W. Ch. Coker, The Saprolegniaceae, University of North Carolina 
Press 1923, Chapel Hill, N. C., USA. 
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sind relativ selten und kurz, weil die Seitenhyphen schon bald nach dem 
Austreiben ihr Wachstum einstellen; nur ein kleiner Prozentsatz wird 
zu Haupthyphen. Die Winkel zwischen Haupt- und Seitenhyphen sind 
alle mehr oder weniger spitz. 

Zur Priifung eines gelésten Stoffes auf chemotropische Wirksamkeit 
kénnen die Séiulchen aus Agar-Gallerte, die mit der betreffenden Loésung 
hergestellt wurden, auf die Agar-Schicht der Kultur entweder unmittel- 
bar vor den Rand der wachsenden Hyphen gesetzt werden oder auf die 
bereits vom Mycel bewachsene Flache. 





a) b) 

Abb. la—c. Chemotropismus der Hyphen eines Mycels von Saprolegnia ferax. 

Agar-Tiirmchen mit wirksamer Lésung (in Aufsicht rechts im Bilde) vor den wach- 

senden Mycel-Rand gesetzt. a) unmittelbar nach dem Aufsetzen des Tiirmchens; 

b) und c) nach 1,5 bzw. 4Stdn. Inhalt der Lésung siehe S. 220 (nach Mikrophoto- 
graphien, AbbildungsmaBstab etwa 7: 1). 


Im ersten Falle (Abb. la, b, c) kann man schon nach 10—20 Min. 
beobachten (chemotropische Wirksamkeit vorausgesetzt), wie die in 
allernichster Nahe des Saéulchens wachsenden Hyphenspitzen ihre ur- 
spriingliche Richtung verlassen und auf dieses zustreben. Mit fort- 
schreitender Zeit werden durch die aus dem Séulchen immer weiter 
herausdiffundierenden Stoffe auch Hyphen aus zunehmender Ent- 
fernung zum Diffusionszentrum hin ,,gekriimmt**. Nach einigen Stunden 
fallt jedoch auf, daB die sogenannten Randhyphen zwar einen deutlichen 
Knick zum Saulchen hin zeigen, es jedoch nicht erreicht haben, sondern 
wieder radiar weitergewachsen sind. Viele Hyphen im Inneren des Mycels 
hingegen zielen genau auf das Saéulchen hin und erreichen es auch im 
Laufe der Zeit (Abb. 1c). Der Grund hierfiir ist, daB die bereits iiber- 
wachsene Flache nahrstoffarmer geworden ist und die in ihr befindlichen 
Hyphen empfanglicher fiir den chemotropischen Reiz. 

Aus dem gleichen Grunde wird der Nachweis einer chemotropischen 
Wirkung empfindlicher, wenn die Séulchen mit dem zu priifenden Stoff 
zwischen die Hyphen des Mycels, auf die schon bewachsene Flache gesetzt 
werden. Es lassen sich dann folgende Erscheinungen beobachten: Die 
Hyphen wachsen zunichst unbeeinfluBt weiter, da es eine Zeitlang 
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dauert, bis ihre Spitzen von den aus dem Siaulchen diffundierenden Stof. 
fen erreicht werden. Sobald das geschehen ist, kriimmen sich aber die Pilz. 
faden im Weiterwachsen dem Diffusionszentrum zu, wobei Kehrtwendun. 
gen bis zu 180° vollzogen werden. Die Abb. 2a—f zeigen einen besonders 





d) e) f) 


Abb. 2a—f. Chemotropismus der Hyphen eines Mycels von Saprolegnia mixta. 

Agar-Tiirmchen mit wirksamer Lisung hinter den wachsenden Mycel-Rand ge- 

setzt. Unterhalb des Tiirmchens (in Aufsicht, im unteren Bilddrittel) ist der Impf- 

fleck sichtbar. a) unmittelbar nach dem Aufsetzen des Tiirmchens; b—f ) nach 1 

baw. 2,5, 4, 6 und 8 Stdn. Inhalt der Lésung siehe S. 220(nach Mikrophotographien, 
AbbildungsmaBstab 7: 1). 


eindrucksvoll und iibersichtlich verlaufenden Versuch. Zu beachten ist, 
wie die am 4uBeren Rand der ,,umkehrenden“‘ Hyphen neusprieBenden 
Seitenhyphen auf den chemotropischen Reiz nicht mehr reagieren und 
radiar fortstreben. 

Eine zweite Erscheinung auBer dem gerichteten Wachstum der 
Pilzfaden, dem Chemotropismus im eigentlichen Sinne, tritt durch den 
chemotropischen Reiz stets auf: eine starke Verzweigung der Hyphen, 
etwa der Randhyphen, an ihrer wachsenden Spitze und ein Neusprossen 
von Seitenhyphen aus Haupthyphen auch im Innern des Mycels. Die 
im nahrstoffverarmten Mycelinnern neusprieBenden Seitenfaden wachsen 
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Stof. mm groBten Teil auf das Saéulchen zu, gleichgiltig welchen Winkel sie 
Pilz. mit der Haupthyphe bilden, die verzweigten Randhyphen hingegen 
dun. meistens radiar weiter (siehe die Abb. 1 u. 2). 

nders In einem Achlya-Mycel pflegen Hyphenkriimmungen und Neu- 


sprossungen etwa gleichzeitig zu beginnen. Bei Saprolegnia hingegen 
tritt die Neusprossung im Inneren des Mycels gewohnlich erst 2—3 Stdn. 
nach dem Aufsetzen des Saéulchens mit der wirkenden Lésung in Er- 
scheinung ; sie geht dann — ebenso wie bei Achlya —— noch viele Stunden 
weiter und kann zu einem dichten lokalen Bewuchs mit gerichteten Pilz- 


fiden fiihren (Abb. 3)!°. 
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Abb. 3. Neusprossung von chemotropisch ge- 

richteten Seitenhyphen in einem Mycel von 

Achlya polyandra. 8 Stdn. nach dem Aufsetzen 

des Agar-Tiirmchens mit wirksamer Lésung (im 

Bilde unten). Inhalt der Lésung siehe 8. 220 (nach 

einer Mikrophotographie, AbbildungsmaBstab 
etwa 7:1). 
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Diese Neusprossung der auf die Reizquelle hin gerichteten Seiten- 
hyphen im Inneren des Mycels und die ,,Kriimmungsreaktion** der 
Randhyphen sowie ihre staérkere Verzweigung sind Folgen derselben 
stofflichen Einwirkung, wie unsere weiteren Versuche zeigten. 

Sowohl die ,,Zukrimmungen“ der Randhyphen wie die Neubildung 
gerichtet wachsender Seitenhyphen im Mycel-Inneren wurden benutzt, 
um die Wirksamkeit von Lésungen zu bestimmen und um die wirkenden 
Stoffe zu identifizieren. 





bali Die quantitative Bestimmung 

ge- der chemotropischen Wirksamkeit 
npf- Die Bestimmungen wurden mit Kulturen von Saprolegnia ferax Thuret auf 
ch 1 Agar-Gallerten in Petri-Schalen von 9 cm Durchmesser ausgefiihrt. Der Kultur- 


lien, boden enthielt 2% lufttrockenen Agar und 0,2% Malz (,,Reiner Miinchener Malz- 





2 Die Auslésung starker Verzweigungen der Pilzfaden und von Neusprossungen 


ist, in einem Mycel durch verschiedene ,,Nahrstoffe‘‘ ist schon von mehreren Autoren 
den beobachtet worden und ,,lokale Vermehrung“ (B. Stange, Bot.Ztg.48, 140[1890]), 
wail »lokale Sprossung* (Miyoshi), ,,starkere Verzweigung“ (Miiller®) und ,,positive 


Anisotrophie“‘ (Schmidt ®) genannt worden. Positiver Chemotropismus liegt jedoch 
nur vor, wenn die sich neubildenden Pilzfaden auf die Reizquelle gerichtet wachsen, 
der wie schon Miyoshi, Schmidt und Schneebauer!?® betont haben. Die Neu- 
Jen bildung von Seitenhyphen nur auf der dem Reizstoff zugewandten Seite einer 
Haupthyphe bezeichnet Schneebauer als ,,Ekphyse‘‘. Bei diesen Neusprossungen 


im Inneren des Mycels mu8B die Membran des Pilzfadens, die ihr Wachstum bereits 
sen eingestellt hatte, vom Plasma durchbrochen werden. Morphologisch sind ,, Biischel- 
Die bildung** an der Hyphenspitze, Neusprossung im Mycel-Inneren und gerichtetes 


Wachstum zweckmaBigerweise zu unterscheiden. 
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extrakt Maltzin‘ der Diamalt AG.), und zwar in 1 mm dicker Schicht méglichst 

gleichmaBig in den Schalen ausgegossen. In dickeren Schichten und noch mehr in 

stirkeren Malzkonzentrationen bildet. der Pilz ein zu dichtes Mycel-Geflecht aus, 

das die Beobachtung der einzelnen Hyphen erschwert. Die Reaktionsfahigkeit der 
Hyphen nimmt zudem in steigender Malzkonzentration stark ab. Die besten Er. 
gebnisse wurden erzielt mit gleichmaBig gewachsenen Mycelien, die ungefahr 
3 Hyphen auf 1 mm der Wachstumsfront hatten. 

Die Petri-Schalen wurden zentral geimpft und im Thermostaten bei 25°, der 
optimalen Wachstumstemperatur fiir Saprolegnia ferax*, gehalten. Nach 24 Stdn, 
sind die Hyphen ungefahr 2 cm vom Impffleck radial weggewachsen. Obwohl das 
Alter der Kultur auf die GréBe der Wirkungszone keinen EinfluB ausiibte, wurde 
der Test doch stets mit 24-Stdn.-Kulturen angestellt. 

Die zu priifende Lésung wird in Mengen von 0,05—0,1 ccm zu 1 cem 4-proz, 
Wasseragar, d. h. Agar ohne Malzzusatz, pipettiert, mit Wasser auf 2 ccm aufge. 
fiillt und kurz aufgekocht. Nun wird in die fliissige Mischung ein etwa 10 cm langes 
Kapillarrohr mit 1,2 mm Durchmesser der lichten Weite getaucht und nach dem 
Herausnehmen aus der Lésung, zur Bewegung des darin befindlichen Fliissigkeits. 
fadens, so lange hin- und hergeneigt, bis dieser gallertig erstarrt ist. Jetzt wird der 
Agar-Faden vorsichtig auf einen Objekttrager geblasen, mit Hilfe einer eingeritzten 
Skala oder darunterliegender Papiermensur in 4 mm lange Teile zerschnitten, und 
die einzelnen Saulchen auf die Pilz-Kultur in Abstanden von 3—4 em, teils zwischen 

-die Hyphen, teils 2—3 mm vor die Wachstumsfront stehend aufgesetzt. Die Saul- 
chen verschmelzen mit der Unterlage, so daf die Inhaltsstoffe ungehindert in die 
Gallerte der Kultur hineindiffundieren. 


Die Beobachtung der Wirkung wurde jeweils 6 Stdn. nach dem Aufsetzen der 

Saulchen vorgenommen. Fiir die Auswertung einer Lésung wurden durchschnittlich 
8 Saulchen, auf 2 Kulturplatten verteilt, beobachtet und die Ergebnisse gemittelt. 

Al Begrenzung der kreisférmigen W irkungszone wurde die éuBerste Zukriimmung 
mehrerer Hyphen betrachtet, die noch einen Kriimmungswinkel von mindestens 
90° bilden. Es war zweckmaBig, die zwischen die Hyphen gesetzten Saulchen zur 
quantitativen Auswertung heranzuziehen, und nur ein bis zwei Saulchen 1—2 mm 
vor die Hyphen-Wachstumsfront zu bringen, um eine evt]. Hemmung des Wachs. 
tums festzustellen, die Unwirksamkeit der Lésung vortéuschen kénnte. 

Der Radius der Wirkungszone wurde mit einem MeBokular bestimmt; er 1aBt 
sich auch recht genau durch Vergleich mit dem Saulchen-Durchmesser (1,2 mm) 
schatzen. Seine Bestimmung ist auf etwa + 0,5 mm genau. Die Beobachtung von 
Wirkungsradien unter 5 mm ist zu vermeiden, da dann zu wenig Hyphen beeinfluBt 
sind; bei Radien tiber 12 mm sind die Ergebnisse erfahrungsgemaB ebenfalls weniger 
genau. Zu exakten Bestimmungen wurden daher nach abtastenden Vorversuchen 
solche Konzentrationen der zu priifenden Lésung verwendet, die Wirkungszonen 
von 10 mm Durchmesser verursachten. 

Die DiffusionsgesetzmaBigkeiten lieBen eine einfache Beziehung erwarten 
zwischen der Konzentration der wirkenden Stoffe im Saulchen und der GréBe der 
nach einer bestimmten Zeit gebildeten Wirkungszone. 


Tatsachlich ergaben mehrere Versuchsreihen mit wirkenden Lésungen ge- 
staffelter Konzentration, daB die Radien der Wirkungszonen, die nach einer be- 
stimmten Zeit beobachtet werden, proportional den Quadratwurzeln der Konzen- 
trationen sind. Diese Beziehung gilt nur innerhalb gewisser Grenzen; sie konnte 
jedoch festgestellt werden noch bei Konzentrationsunterschieden bis zu 1: 100. 

Es 1aBt sich also aus dem Radius der Zukriimmungszone die Konzentration 
der Wirkstoffe im Saulchen bestimmen. Bei Beriicksichtigung des Trockengewichtes 
der gepriiften Lésung lieB sich derart z. B. eine Anreicherung der wirkenden Fak- 
toren bei chemischen Trennungsoperationen verfolgen. Die ,,Wirksamkeiten“ von 
Lésungen verhalten sich, nach dem eben Gesagten, wie die Quadrate der Radien 
der nach gleichen Zeiten (6 Stdn.) zu beobachtenden, kreisférmigen Wirkungs- 
zonen, 
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Eine Analyse des Chemotropismus einiger Pilze 


Die Wirkung von Sauren, 
kapillaraktiven Stoffen, hypertonischen Lésungen, 
Zuckern und anderen definierten Substanzen 


Die mehr oder weniger starke Wirksamkeit aller Extrakte aus 
organischem Material sowie die zahlreichen Widerspriiche in den An- 
gaben friiherer Autoren lieBen es ratsam erscheinen, zuniachst die Wir- 
kung allgemeiner Einfliisse, wie Anderungen der Aciditat, des osmoti- 
schen Druckes, der Oberflachenspannung, auf die Wuchsrichtung der 
Pilzhyphen zu untersuchen. Da in friiheren Arbeiten, z. B. in jener von 
Miyoshi’, die Reizbarkeit von Pilzfaden im Sinne eines positiven oder 
negativen Chemotropismus nicht nur durch unzureichend definierte 
Stoffgemische, sondern auch durch eine ganze Reihe von definierten 
Stoffen behauptet worden ist, wurde auch in unseren Versuchen eine 
Anzahl von ,,Nahrstoffen“ und Wuchsstoffen gepriift. 


Die Wachstumsgeschwindigkeit von Saprolegnia-Kulturen wird nicht merklich 
beeinflu8t durch Anderungen der Aciditat im py-Bereich von 5,5—7,5. Im Einklang 
damit wurden keine Unterschiede in der Art der Wirkung und in der GréBe der 
Wirkungszone unserer tropisch aktiven Lésungen beobachtet, als ihre Aciditat 
innerhalb dieser Grenze verandert wurde. Ist jedoch die aus den Saulchen in die 
Agar-Kultur diffundierende Fliissigkeit saurer (py 3—4), so sterben die Hyphen im 
Umkreis bis zu 6 mm ab. Falls die chemotropische Wirkung iiber diese ,,tote Zone ‘ 
hinausreicht, so kriimmen sich die umliegenden Hyphen gerichtet nur in einem 
Kreisring, und tiberwachsen dann den inneren Kreis in unregelmaBigen Schlangen- 
linien, sobald ‘dort die Aciditét durch Diffusion abgenommen hat. Gerichtete 
Hyphen-Spitzen in einem schmalen Kreisring um die ,,tote Zone“ wurden auch 
beobachtet, nachdem nur reine verd. Salzsiure aus dem Saulchen diffundiert war. 
Diese 8—10 Stdn. spater in Erscheinung tretende Anlockung wird sicherlich durch 
die Ausbreitung der Inhaltsstoffe der abgetéteten Pilzfaiden verursacht. Repulsive 
Wirkungen, d. h. Kriimmungen vom Saulchen weg, wurden nie beobachtet. Auch 
die spirlichen Hyphen-Zukriimmungen, die nach Einwirkung stark oberflachen- 
aktiver Stoffe (Schmierseife, Fettalkoholsulfonate, Digitonin) in weiterer Entfer- 
nung vom Saulchen auftraten, diirften die gleiche Ursache haben; denn auch durch 
Diffusion dieser Stoffe bildet sich ein Kreis abgestorbener Hyphen, an der kérnigen 
Struktur ihres Plasmas erkennbar. 

Hypertonische Lésungen von Kochsalz (bis zur Sattigung), Ammonium- 
chlorid, Glucose und Saccharose (bis 100 mg/ccm im Agar des Test-Saulchens) 
hatten hingegen keine sichtbaren Effekte. Richtungsinderungen der Hyphen durch 
osmotische Wirkungen sind also sicher auszuschlieBen. 

Auch andere anorganische ,,Nahrsalze‘‘, einschlieBlich der Phosphate, und 
Zucker, wie Arabinose und Maltose, sind auf Saprolegnia ohne tropische Wirkung. 
In der Diffusionszone der Zucker tritt héchstens ein iippigeres Wachstum der 
Hyphen ein, jedoch keine Kriimmung und keine gerichtete Neusprossung. 

Uracil, Thymin, Orothsaéure, Vernin, Kreatin, Cholin waren indifferent (Kon- 
zentration im Sdéulchen 5—10 mg/cem), ebenso Aneurin, pantothensaures Calcium, 
Nicotinséureamid, Inosit, Indolylessigsiure (durchweg in Konzentrationen von 
5 mg/ccm) und Lactoflavin (0,025 mg/ccem). Adermin (5 mg/ccm) bewirkte eine 
Hemmung des Hyphen-Wachstums und Verastelung an der Wachstumsfront. 

Kristallisiertes synthetisches d-Biotin der Merck Co., Rahway, USA (20 y 
pro Test-Séulchen), war sowohl ohne Beimengungen, wie mit einer Wuchsstoff- 
Kombinaiion aus Inosit, Pantothensiure usw.! voéllig unwirksam auf die Sapro- 


38 F. Kéglu. W. A.J. Borg, diese Z. 269, 97 [1941]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 300 
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legnia-Hyphen. Gleich unwirksam war auch ein Biotin-Praparat der Firma Ashe, sit 
London, das wir Herrn Prof. Kégl, Utrecht, verdankten. Wirksam war dagegen y 
ein Vitamin-H-Praparat (Biotin) des ehemaligen I. G. Werkes Elberfeld, doch 

nur in Folge seiner Beimengungen, wie wir spater feststellen konnten. 

Anderungen der Aciditat, des osmotischen Druckes und der Kapillar. a 
aktivitét in der Hyphen-Umgebung scheiden also fiir die Deutung der 
chemotropischen Wirkung aus. Ebensowenig kommen den oben genann. - 
ten, definierten Stoffen solche Wirkungen zu. : 

de 
d. 
Die Prifung von Aminosauren 
auf ihre chemotropische Wirksamkeit 

Unsere Versuche zur ersten Kennzeichnung der chemotropisch 
wirkenden Stoffe'4 hatten ergeben, daB sie leicht wasserléslich, vdllig 
kochbestandig, auch in alkalischer und saurer Lésung, dialysierbar und 
auBerdem amphoterer Natur sein miiBten. Durch Behandlung mit 
salpetriger Saéure und durch Acetylierung verloren sie ihre Wirksamkeit. 

Es lag nahe, an Aminosaéuren zu denken. Die Priifung aller bisher 

‘ bekannten, aus EiweiB erhaltenen Aminoséuren (mit Ausnahme von 
Oxyprolin) hatte jedoch das Ergebnis, das sie — mit den drei noch zu 
nennenden Ausnahmen — chemotropisch véllig unwirksam sind. Die 
siulchen-nahen Hyphen zeigten keine Verainderung, weder Kriimmung, 
noch tippigere Verzweigung. Ab 

Zur Anwendung kamen die reinsten zugianglichen Handelspraparate der 6S 
Firmen Merck, Schering und Hoffmann-La Roche. In der Agar-Galierte des Aw 
Test-Saulchens wurden in verschiedenen Versuchsreihen Konzentrationen an den bw 
einzelnen Aminosauren hergestellt von 10—100 mg/ccm. 

Von allen einzeln gepriiften Aminosauren riefen nur L-Leucin, L- 
Cystein und L-Glutaminsiaure bestimmte Beeinflussungen des Hyphen- F ge, 
wachstums hervor, die zwar nicht den durch natiirliche Extrakte her- Efi 
vorgerufenen Erscheinungen gleichen, jedoch als weniger charakteri- > y. 
stische, ,,unvollstandige‘‘ Reaktionen aufgefaBt werden kénnen. un 

L-Leucin ruft regelmaBig in den ersten Stunden des Einwirkens deutliche Hy 
Zukriimmungen der Pilzfiden zum Diffusionszentrum hervor (in Wirkungskreisen lick 
von 5—10 mm Radius, bei 10—50 mg/ccm). Die ,,angezogenen“‘ Hyphen halten 
jedoch alsbald die eingeschlagene Richtung nicht mehr ein und iiberwachsen die gal 
Flache in zentripetalen wirren Schleifen und Schlingen. Nur wenn die Zukriim- 
mungen in nachster Nahe (2—3 mm) des Saulchens bewirkt werden durch sehr een 
schwache Leucin-Konzentrationen, erreichen die Hyphen dieses auch. Bemerkens- eon 
werterweise war L-Isoleucin véllig wirkungslos. al , 

Die zweite Aminosaure, die ahnliche Erscheinungen wie Leucin hervorruft, 4 
ist L-Cystein (Hydrochlorid mit Soda neutralisiert, Konzentration im Saulchen Net 
2—20 mg/ccm, Radien der Wirkungskreise 5—8 mm). SchlieBlich ruft L-Glutamin- Jen 
siure schwache Hyphen-Kriimmungen im Umkreis von 2 mm Radius hervor aus 
(7—35 mg/ccm). 

In den Versuchen mit Aminosauren lie8 sich iibrigens ihre Diffusion aus dem niel 
Saulchen in die Agar-Schicht der Pilzkultur durch Behandlung der Kultur-Ober- se 
flache mit Osmiumtetroxyd-Dampfen (nach Abbruch des Experiments) sehr gut ‘a 
pope ns unf; 

14 Siehe auch Schneebauer I. c.!°. ji 
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She, 
egen 
doch 


sichtbar machen. Es tritt Schwarzung der Saulchen ein und von kreisrunden Agar- 
Flachen ringsherum, mit radial sehr regelmaBig abnehmender Intensitat. 


Der Nachweis der chemotropischen Unwirksamkeit der einzelnen 
Aminoséuren schien zunachst die Vermutung zu widerlegen, daB das 













a wirksame Prinzip aus Eiweif-Abbauprodukten bestehe. Nicht zu tiber- 

be sehen waren jedoch die Wirkungen von Leucin, Glutaminséure und 

— Cystein, auch wenn sie nicht ,,charakteristisch“ erschienen. Wir priiften 
daher auch die Wirkung von Gemischen der natiirlichen Aminosauren, 
d.h. zunachst von Hydrolysaten einiger EiweiBstoffe: Diese zeigten in 
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Abb. 4a u. b. Chemotropismus der Hyphen eines Mycels von Saprolegnia ferax. 

> der 6 Stdn. nach dem Aufsetzen des Agar-Tiirmchens (im Bilde unten bzw. Mitte) mit 

e des Aminosauren-Gemisch (2,5 mg/ccm) 10 mm hinter den wachsenden Mycel-Rand. 


1 den b wie a, jedoch mit anderem Bildausschnitt (nach Mikrophotographien, Abbildungs- 
maBstab etwa 7:1). 
1, L- 
hen- F der Tat auch in groBer Verdiinnung auferordentlich starke tropische 
her- Effekte. Saure-Hydrolysate von Casein, Menschenhaar, Seide, Spongin 
‘terl- waren ebenso stark wirksam wie z. B. solche von Muskelfasern, Leber 
und Heringsrogen. (Die genannten Geriist-EiweiBstoffe ware: vor der 
tliche | Hydrolyse wirkungslos; ihre Hydrolysate wurden gepriift, um die Még- 
a lichkeit einer adsorptiven Bindung der wirkenden Faktoren am Aus- 
n die | gangsprotein auszuschlieBen.) 
criim- Um die Test-Saéulchen der Protein-Hydrolysate (z. B. mit 50 mg/ 
| sehr — ccm Agar) entstanden Wirkungskreise mit Radien von 10—12 mm, ent- 
kens- sprechend einer ,,Wirksamkeit“ (sieheS. 216) von 100—150. Alle Hyphen 
_ in diesem Umkreis wuchsen auf das Diffusionszentrum zu, die gerichteten 
chen | Neusprossungen waren zahlreich. Die Starke der Wirkungen iibertraf 
amin- | jene aller bisher verwendeten natiirlichen Materialien und ihrer Koch- 
ervor F ausztige. 

Aus diesen Versuchen war zu schlieBen, wenn in den Hydrolysaten 
Pome nicht unbekannte Faktoren waren, daB die Mischung der Amino- 

er- ee ° ° P x 

r gut } Sduren die tropischen Effekte erzeugt, zu denen die Einzelkomponenten 
unfahig sind. Zur genaueren Priifung dieser SchluBfolgerung wurde die 
Wirkung von Casein-Hydrolysat eingehend verglichen mit der Wirkung 
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einer Kombination von reinen L-Aminosdiuren, die im Verhaltnis der 
bekannten Casein-Bausteine!® gemischt worden war. 


Die Versuche zeigten, daB die chemotropischen Wirkungen von 
, synthetischem“ Casein-Hydrolysat jenen des natiirlichen gleichen; dies 
gilt sowohl fiir das Bild der hervorgerufenen Erscheinungen (Hyphen. 
Kriimmung und gerichtete Neusprossung), wie fiir die Starke der Wirk. 
samkeit (Abb. 4a u. b). 

Quantitativ vergleichend gepriift wurden ein durch Saurebehand. 
lung erhaltenes Casein-Hydrolysat, ein durch Trypsin-Wirkung ge. 
wonnenes Hydrolysat und die der Casein-Zusammensetzung entspre- 
chende Aminoséuren-Gesamtkombination. 

In den Versuchsreihen enthielten die Testsiulchen 3—30 mg Substanz/ccm, 
Die Quadrate der Wirkungsradien betrugen nach 6 Stdn. sowohl in den Versuchen 
mit Hydrolysaten, wie in jenen mit Aminosduren-Gemischen mit sehr guter Uber. 
einstimmung 4,5—5 mm? pro mg Substanz-Gemisch in 1 ccm Saulchen-Agar. 

Die Agar-Saulchen der in den Abb. 1—3 wiedergegebenen Versuche enthielten 
Casein-Hydrolysat, das durch Trypsin-Einwirkung hergestellt war, und zwar: 

Abb. 1 u. 2: 5 mg/ecem; Abb. 3: 10 mg/ccm. 

Die durch Casein-Saéurehydrolysat und ,,synthetisches* Amino- 
siuren-Gemisch hervorgerufenen Wachstumsbeeinflussungen waren vil. 
lig gleich, sowohl in bezug auf den Prozentsatz der abgelenkten 
Hyphen, wie auf die Kriimmungswinkel, die Zielstrebigkeit der Hyphen 
und die zusatzlich auftretenden Verzweigungen. Das Fehlen von Tryp.- 
tophan und der Mindergehalt an Oxyaminosiuren im Saéure-Hydrolysat 
bewirken also keine Unterschiede. 

Im Vergleich mit den Wirkungen natiirlicher Extrakte (etwa aus Fleisch, 
Heringsrogen oder HaselnuBpollen) zeigten jedoch jene des Casein-Saurehydrolysats 
und des Aminosauren-Gemisches einen charakteristischen Unterschied, der aller. 
dings nur in den Versuchen mit Wirkungszonen von iiber 8 mm Radius und erst 
nach 8 Stdn. in Erscheinung trat: Die Inhaltsstoffe natiirlicher Extrakte veran- 
lassen die Hyphen auch nach der genannten Zeit zielstrebig dem Saulchen zuzu- 
wachsen; sie wirken offenbar langer auf diese ein. Bei Anwendung von Amino. 
siuren-Gemischen wird die Richtung der angelockten Hyphen meist auf halbem 
Wege zum Saulchen unbestimmter; das Substrat wird nunmehr in Schlingen und 
Schleifen durchwachsen. Die Wirkung der mit Trypsin hergestellten Casein-Hydro- 
lysate unterscheidet sich in dieser Hinsicht von der der Saiure-Hydrolysate und 
gleicht véllig jener natiirlicher Extrakte. Es ist wahrscheinlich, daB durch die An- 
wesenheit langsamer diffundierender, niederer Peptide (auBer den Aminosauren) in 
natiirlichen Extrakten und Trypsin-Hydrolysaten linger Konzentrationsunter- 
schiede bestehen bleiben und dadurch eine langere chemotropische Wirkung zu- 
stande kommt, die den genannten Unterschied bedingt. 


Aus den geschilderten Versuchen geht zweifelsfrei her- 
vor, daB die chemotropischen Erscheinungen bei Saprolegnia 
durch die kombinierte Wirkung der natirlichen Amino- 
sduren hervorgerufen werden. 


15 Die Angaben der Zusammenstellung in C. L. A. Schmidt, Chemistry of 
the Amino Acids and Proteins, Baltimore 1938, S. 217 wurden zugrunde gelegt. 
Es ist fiir unsere Ergebnisse unwesentlich, daB die dort angegebenen Prozentver- 
haltnisse unterdessen durch neuere Arbeiten modifiziert worden sind. 
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Es ist 4uBerst wahrscheinlich, daB auch die Wirkung der Extrakte 
aus tierischen Organen, Pflanzenteilen usf., ferner die von Molke und von 
Harn nur auf ihren Gehalt an Aminosauren (und niederen Peptiden) 
gurickzufiihren ist. Wir fanden keine Anhaltspunkte fiir weitere, wirk- 
same Komponenten. 


Im HaselnuBpollen-Extrakt ermittelten wir einen Gehalt von 7 % des Trocken- 
gewichtes an freien Aminosduren. Im menschlichen Harn betragt die tagliche Aus- 
scheidung von freien Aminosauren durchschnittlich 1—1,5 g!®; dazu kommen etwa 
2g in konjugierter Form. 


Die Wirkung von Aminosauren-Kombinationen 


Die Feststellung, daB Saprolegnia-Hyphen auf die Aminosiuren- 
Mischung des Casein-Hydrolysats tropisch reagieren, auf einzelne Amino- 
siuren jedoch nicht, warf die Frage auf, inwiefern eine Vereinfachung 
des wirksamen Gemisches méglich sei. Sind bestimmte Aminosiuren fiir 
die Wirkung unentbehrlich? Bedarf es bestimmter Mindestkombina- 
tionen von Aminosauren ? 

In zahlreichen Versuchsreihen wurden die Wirkungen des ,,synthe- 
tischen** Casein-Hydrolysats, d.h. der gesamten Kombination aus 
18 Aminoséuren mit Kombinationen einer geringeren Anzahl ver- 
glichen. 

Von der gesamten Mischung wurden fiir die Saulchen-Herstellung 100 mg in 
3,3 com Agar gelést, von den einzelnen Aminosauren in den einfacheren Kombi- 
nationen jeweils die mg-Menge, die ihrem Prozentsatz im Casein entspricht, eben- 
falls in 3,3 ecm Agar. AuBerdem wurden bei mehreren Aminosduren-Kombinationen 
auch héhere Konzentrationen gepriift. Der Vergleich der ,,Wirksamkeit‘‘ erfolgte 
durch Messung der Radien der runden Zonen (deren Quadrate den Wirksamkeiten 
entsprechen), in denen noch Hyphenkriimmungen und gerichtete Neusprossungen 
sichtbar wurden, und durch Beachtung der sonstigen Erscheinungen im beein- 
fluBten Mycel. Auf die Wiedergabe der Einzelergebnisse der zahlreichen Versuchs- 
reihen sei verzichtet. 

Schon die erste Unterteilung in neutrale Aminosduren einerseits und 
saure und basische andererseits zeigte deutlich, daB der Stickstoff-Pro- 
zentsatz der Kombinationen keineswegs fiir ihre Wirkung maBgebend 
ist. Die Gruppe der neutralen Aminosauren wirkte fast so stark wie die 
Gesamtkombination, jene der nichtneutralen hatte fast keine Effekte. 
Auch bei der Priifung weiterer Kombinationen fanden wir solche, die 
10mal starker agierten, als andere mit gleichem Stickstoffgehalt. 

Andererseits gelang es nicht, unter den Aminosauren eine zu finden, 
deren Auslassung die Wirkung der Gesamtkombination verringert hatte. 
Auch als man aus dieser Leucin, Glutaminséure und Cystein weglieR, 
blieb die GréBe und das Bild der Wirkungszone nahezu unverindert. 
Selbst diese 3 Aminosiuren, die einzeln gewisse chemotropische Effekte 
erkennen lassen, sind also keineswegs unentbehrlich. 

Ihre Kombination stellt allerdings die wirksamste dar, die sich aus 3 Saéuren 
bilden 148t. Durch ihre Wirkung treten Kriimmungen und Neusprossungen auf 
(Wirkungszone von 6 mm Radius bei 30 mg Gemisch/ccm), die jedoch nicht durch- 


16 Siehe z. B. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 201, 59 [1953]. 
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aus charakteristisch sind. Die anderen gepriiften Kombinationen mit nur je 2 oder 
3 Sauren lésen keine oder nur sehr unvollstandige und wenig ,,typische Effekte 
aus. Wenig typisch heiBt, daB die Merkmale der chemotropischen Einwirkung nur 
teilweise, oder nur schwach oder nur in einem geringen Prozentsatz der betroffenen 
Hyphen auftreten; die Kriimmungen werden nur angedeutet, die Pilzfaden sind 
nicht mehr ,,zielstrebig‘‘ und erreichen das Séulchen nicht, Neusprossung und Ver. 
zweigung werden sehr sparlich. Je nach der Kombination kann die eine oder die 
andere Erscheinung am deutlichsten sein oder ausfallen. Die GréBe der beeinfluBten 
Zone allein besagt also in diesen Fallen nicht viel. Als Beispiel kann die schon 
Seite 218 erwahnte Wirkung des L-Leucins dienen, die relativ weit reicht und auch 
Kriimmungen hervorruft, die Hyphen jedoch nicht gerichtet, sondern in wirren 
Schlangenlinien und Schlingen weiterwachsen ]4Bt. In den einfacheren Kombina- 
tionen mit 2—4 Sauren wirkt sich die Anwesenheit von Leucin stets deutlich aus, 
Es wurde schon erwahnt, da8B Isoleucin hingegen ohne jeden Effekt ist. Die Kombi- 
nation der 5 Séuren: Alanin, Leucin, Phenylalanin, Cystein und Glutaminsaure war 
die einfachste, die schon ,,typisch‘‘ wirkte. Aber auch andere Kombinationen mit 
5 oder 6 Séuren, wie z. B. jene von Leucin, Lysin, Glutaminsaéure, Phenylalanin, 
Tyrosin und Methionin, riefen die meisten Effekte deutlich hervor. Dabei ,,ver- 
bessern“‘ auch die Vertreter der fiir sich nahezu unwirksamen Gruppen der aro. 
matischen und der basischen Aminosaéuren durchaus die Wirkung der Kombina. 
tionen aus anderen Saéure-Gruppen. Mit Kombinationén aus 7, 8 und mehr Amino. 
_ siuren aus den verschiedenen Gruppen erreicht man chemotropische Erscheinungen, 
die qualitativ nicht mehr von jenen des ,,synthetischen‘‘ Casein-Hydrolysats sich 
unterscheiden lassen. 

Es 1aBt sich zusammenfassend feststellen: Mindestens 5—7 Amino. 
siuren (aus verschiedenen Gruppen) sind erforderlich, um alle Erschei- 
nungen des Chemotropismus (Umkehrkriimmung der Hyphen, Wuchs bis 
zur Diffusionsquelle, zusitzliche Verzweigung, gerichtete Neusprossung) 
deutlich hervorzurufen; keine Aminosiure ist fiir die Auslésung der tro- 
pischen Effekte unentbehrlich; Leucin, Glutaminsaéure und auch Methi- 
onin und Cystein vervollstandigen am wirksamsten die Kombinationen 
aus wenigen Sauren*. 

Offensichtlich ist die Aufnahme und der Einbau mehrerer verschie- 
dener Aminosauren durch die Hyphe erforderlich, um jene Veranderun- 
gen zu bewirken, die in ihrer wachsenden Membran zum Tropismus 
fiihren und in dem schon gewachsenen Faden zur Neubildung von Seiten- 
hyphen. Man kann vermuten, daB einem schnellen Um- und Aufbau der 
verschiedenen Aminosiauren in den assimilierenden Hyphen Grenzen ge- 
setzt sind und daB darin der spezialisierte saprophytische Stoffwechsel 
der Saprolegniaceen zum Ausdruck kommt. 

Die Unentbehrlichkeit von Aminosauren, und zwar auch von be- 
stimmten Aminosauren fiir das Wachstum einiger Wasserpilze ist durch 








* Die hervortretende Mitwirkung der beiden schwefelfreien Aminosauren geht 
jedoch nicht einfach auf ihr Fehlen im Nahrmedium zuriick. Eine von Hans Bohn 
(nach AbschluB unserer Arbeit) ausgefiihrte Analyse des verwendeten Malzes ergab 
folgende Konzentrationen der einzelnen, freien Aminosiuren (in mg pro 100 ¢g 
Malz): Gly 34, 5, Ala 65,7, Val 53,4, Leu 67,2, Ileu 41,4, Phe 75,0, Tyr 91,5, Pro 
154,6, Ser 39,3, Thr 48,3, Met 13,2, Asp 20,7, Glu 30,9, Lys 59,4, Arg 68,4. Cystin, 
Cystein und Histidin nur in Spuren. Summe 863,5 mg% (ausgefiihrt nach F. G. 
Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 324, 544 [1953]). Von Interesse ware noch eine 
Analyse des Pilzmycels. 
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einige Untersuchungen’’ sehr wahrscheinlich gemacht worden. L-Cystein 
soll fiir das Wachstum von z. B. Saprolegnia mixta, Achlya conspicua und 
Isoachlya monilifera unentbehrlich sein. Saprolegnia parasitica wiachst 
nur in Nahrlosungen, die entweder L-Cystein oder DL-Leucin enthalten. 
Bei den allermeisten der sonstigen, daraufhin naher untersuchten Pilz- 
arten hat sich die Notwendigkeit von bestimmten Aminosauren fiir das 
Wachstum nicht nachweisen lassen. 

Besonders im Zusammenhang mit der Frage der Assimilation der 
Aminosauren als Voraussetzung ihrer tropischen Wirkung war die Prii- 
fung von D-Aminosaéuren von Interesse. 


p-Leucin (3 mg/ccm) ruft keine sichtbare Wirkung hervor, im Gegensatz zur 
L-Siure, die zu den oben erwahnten Erscheinungen fiihrt. Auch die Kombination 
von D-Leucin, D-Isoleucin, p-Alanin und p-Histidin ist chemotropisch wirkungslos 
(5 mg Gemisch/ccm); nur vereinzelte, geringe Aussprossungen treten erst nach 
6—8 Stdn. auf. Die gleiche Kombination aus den L-Sauren bewirkt Kriimmungen in 
einer Zone von 5 mm Radius, auch Umkehr der Hyphen und gerichtete Neuspros- 
sungen sowie vermehrte Verzweigung in Saéulchen-Nahe. Weitere p-Aminosduren 
standen nicht zur Verfiigung. 


Es geht jedoch schon aus diesen Versuchen hervor, daB die ,,un- 
natiirlichen‘* D-Séuren nicht die chemotropischen Effekte der L-Stereo- 
isomeren zu bewirken vermégen. 


Wie kommen Hyphenkrimmung und Neusprossung 
zustande ? 


Die chemotropischen Wirkungen des Aminoséuren-Gemisches treten 
verstandlicherweise nur dann in Erscheinung, wenn die Pilzkultur sehr 
arm an EiweiB und Eiweib-Spaltstiicken ist. 


Die unter den Bedingungen unseres Versuches zur Herbeifiihrung von Hyphen- 
Kriimmungen noch zureichende Konzentration an Casein-Hydrolysat la8t sich der 
GréBenordnung nach schatzen. Ein Saulchen (von 4cmm Inhalt) mit 120 y Gemisch 
verursacht z. B. im Mycel nach 6 Stdn. Kriimmungen innerhalb eines Kreises von 
12 mm Radius. In der Versuchszeit diffundieren héchstens 10% der Aminosiuren 
aus dem Saulchen, und héchstens 10% von diesem Bruchteil sind bis zum Rande 
der Wirkungsscheibe gelangt (Erkennung durch Schwarzung mit Osmiumtetroxyd). 
In dem gerade noch wirkenden Randring befinden sich also héchstens 0,015 y/emm 
(die Agarschicht ist 1 mm dick). Wahrscheinlich ist diese Konzentration an heran- 
diffundierenden Aminosauren doch ein Mehrfaches von jener, die den Pilzfaiden aus 
dem Substrat noch zur Verfiigung steht. 

Der Malz-Agar aller unserer Testversuche enthielt 0,2% Malz, in dem wiederum 
sich 0,8% Aminoséuren befanden. In 1 com Agar waren also nur 16 y Aminosiuren. 
Es ist anzunehmen, daB in der schon von Mycel durchwachsenen Kultur die 
Aminosaéuren-Konzentration nur noch ein Bruchteil dieses Wertes betragt. Die bei 
der Ausfiihrung des Testes ausgeniitzte viel gréBere chemotropische Empfindlich- 
keit der Hyphen innerhalb des Mycels im Vergleich mit den Fronthyphen ist, wie 
schon gesagt, hierauf zuriickzufiihren. 


Von Miyoshi’ ist nach einigen orientierenden Versuchen mit Keim- 
schlauchen von Saprolegnia die Giiltigkeit des E. H. Weberschen Ge- 
’ L. H. Leonian u. V.G. Lilly, Phytopathology 28, 531, [1938]; D. Hok- 


kenhull, Nature [London] 161, 100 [1948]; A. L. Schade, Amer. J. Bot. 27, 376 
[1940]. 
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setzes auch fiir Chemotropismen angenommen worden. Genauere Unter. 
suchungen dariiber, ob und in welchen Grenzen die Saprolegnia-Kriim. 
mungsreaktion tatsachlich der Weberschen Beziehung entspricht, 
fehlen noch; doch zeigten alle unsere Erfahrungen unzweifelhaft, daB die 
chemotropische Empfindlichkeit des Pilzes sehr schnell mit steigender 
Aminosauren-Konzentration im Nahrsubstrat abnimmt. 

Wir stellten fest, daB z. B. in Kulturen mit 1,5% Casein-Hydro-. 
lysat in der Agar-Gallerte auch mit Aminosduren gesattigte Saulchen 
nicht mehr zu wirken vermégen. 

Auch wenn die Konzentration der von einer Stelle aus diffundie- 
renden Aminoséuren zu hoch ist, reichen die Konzentrations-Unter- 
schiede auf beiden Seiten der Hyphenspitze nicht mehr zur Richt- 
wirkung aus, wie z. B. folgender Versuch zeigte: Der Impffleck einer 
Saprolegnia-Kultur (die Hyphen sind schon 5 mm_herausgewachsen) 
wurde durch eine hineingestochene Glaskapillare mit einer konzentrierten 
Lésung von Casein-Hydrolysat verbunden, so daf stetige Diffusion aus 
der Kapillare erfolgen konnte. Die Hyphen wuchsen weiter, ohne jedoch 
‘sich innerhalb von 20 Stdn. zuriickzukriimmen. 

Unter den beschriebenen Kulturbedingungen (S. 215 u. 216) ist die 
Empfindlichkeit der Saprolegnia-Faden derart, daB schon 0,1 y Amino- 
siuren-Gemisch in 1 cmm des Testsiulchens sich mit Sicherheit nach- 
weisen laBt (Zukriimmungen aus 0,5—1 mm Entfernung). 

Alle Beobachtungen an den Kulturen sprechen dafiir, daB die rea- 
gierenden Pilzhyphen die Aminosiéuren aus dem Diffusionsstrom sehr 
schnell und sehr weitgehend aufnehmen. Ihre Wirkung ist also nicht blo 
als Reizung des Plasmas aufzufassen. 

Die Assimilation der Aminoséuren bewirkt, daB die Hauptmenge der 
herandiffundierenden Aminoséuren schon durch die dem Diffusions- 
zentrum zugewandte Hyphenflanke aufgenommen wird, und daB daher 
der Konzentrationsunterschied zwischen den beiden Flanken viel gréBer 
wird, als er aus einer ungestorten Diffusion sich ergeben wiirde!® (der 
Durchmesser der Hyphen betragt nur 10—20 ). 

Sehr oft beobachtet man, daB die Kriimmung einer Hyphenspitze 
ausbleibt, wenn eine zweite reagierende Hyphe zwischen ihr und dem 
Saulchen liegt (siehe z. B. Abb. 2d oben). In der diinnen Agarschicht 
liegt die nichtreagierende Hyphe offenbar ,,im Schatten“ der ersten und 
wird vom Diffusionsstrom nur ungeniigend erreicht. Auch die Erschei- 





18 Eine mathematische Untersuchung der Diffusionsverhaltnisse unter An- 
nahme der asymmetrischen Resorption der diffundierenden Stoffe ist auf Anre- 
gung des Wiirzburger Theoretischen Physikers Prof. H. Ott durch Hans Richard 
Schulz ausgefiihrt worden (Dissertat. Univ. Wiirzburg 1953; Vortrag H. Ott, 
Ber. d. Physik. med. Gesell. Wiirzburg 1952). Die gefundene Lésung gilt fiir alle 
Diffusionsvorgange, in denen der diffundierende Stoff an bestimmter Stelle ver- 
braucht oder festgehalten wird, und dadurch gewissermaBen ein kurzfristiges, 
asymmetrisches ,,Ansaugen“ des Diffusionsstromes stattfindet. Sie diirfte daher 
auch fiir viele andere Stoffwechselvorginge Bedeutung haben. 
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Unter. nung des hauptsachlich auf der séulchenwarts gerichteten Flanke vor 
Kriim. sich gehenden HervorsprieBens von Seitenhyphen spricht fiir die Assi- 
pricht, milation der Hauptmenge der herandiffundierenden Aminosauren durch 
laB die diese Flanke. 
yender Die Reaktionsfolgen, welche nach Aufnahme der EiweiSbausteine 
die sichtbaren morphologischen Erscheinungen der Kriimmung der wach- 
Lydro. senden Hyphe bzw. der Neusprossung des schon gewachsenen Pilzfadens 
ulchen auf der Seite der héheren Aminosauren-Konzentration bewirken, liegen 
naturgemaB noch im Dunkeln. Doch lassen sich jetzt schon einige Beob- 
undie- achtungen und Uberlegungen zur Deutung vor allem des Mechanismus 
nter- der Hyphenkriimmung angeben: Die Pilzfaden verlangern sich aus- 
Richt- schlieBlich durch Spitzenwachstum. Eine Kriimmung der Hyphe setzt 
einer also eine einseitige Beeinflussung der Scheitelzone voraus. Diese kann 
chsen) nicht auf eine Veranderung der Turgescenz zuriickgehen, die sich auf die 
‘ierten gesamte Wandung des Pilzschlauches auswirken wiirde ; durch den Unter- 
oN. aus schied der Konzentration der wirkenden Stoffe auf den beiden Scheitel- 
edoch flanken muB eine einseitige Veraénderung der Geschwindigkeit des Strek- 
kungswachstums der Membran der Spitzenzone stattfinden. Da die 
st die Kriimmung zur Diffusionsquelle hin stattfindet, muB die héhere Amino- 
mino- siuren-Konzentration zu einer Hemmung des Streckungswachstums 
nach- fiihren. Unsere Beobachtungen deuten darauf hin, daB diese Hemmung 


durch Verringerung der Dehnbarkeit der jungen, sich streckenden Zell- 
wand nach vermehrter Aufnahme von Aminosauren zustande kommt. 


e rea- 
. sehr LaBt man das Aminoséuren-Gemisch aus einem Agar-Saulchen dif- 
t bloB fundieren, das etwa 2 mm neben die Spitze einer wachsenden Hyphe von 
Saprolegnia ferax oder Achlya polyandra gesetzt wird, so ist Schon wenige 
— Minuten, nachdem die Aminosauren die Scheitelflanke erreicht haben, 
stneiilh eine Anderung der Wachstumsrichtung zu erkennen. Die wachsende 
daher | Spitze kann schon nach einer Wegstrecke, die nur das 2—3fache des 
réBer Hyphendurchmessers betragt, im rechten Winkel zu ihrer urspriinglichen 
(der Richtung stehen. Die Pilzfiden vermégen also regelrechte ,,Haken*“ zu 
schlagen. 
spitze Eine Verdickung der Schlauchwand an der konkaven Seite, wie sie 
aoa Wortmann‘ am lichtgekrimmten Phycomyces-Sporangientrager ge- 
hicht sehen hat, ist auch in diesen extremen Fallen mikroskopisch nicht zu 
veut erkennen. 
schei- Aus vielen Kulturversuchen ist jedoch bekannt, daB Saprolegnia in 
eiweiBreichem Medium (z. B. mit Fleischextrakt, Pepton, Hamoglobin) 
r An- f kurze und relativ dicke Schliuche bildet, in kohlenhydratreichem und 
<< eiweiBarmem aber diinne und lange Faden. Schon Klebs'® hat darauf 


Ott hingewiesen. Es ist also nicht unverstandlich, daB die relativ reichlichere 
> aie Versorgung der einen Flanke der Wachstumszone mit Aminosauren diese 


e ver- langsamer wachsen, d. h. sich weniger ausdehnen laBt. 
stiges, 


daher 





19 G. Klebs, Jb. wiss. Bot. 33, 513 [1889], u. zwar S. 584. 
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Es ware jedoch ein vergebliches Bemiihen, Unterschiede in der 
Wachstumsgeschwindigkeit von Pilzfiden in Kulturen mit verschiedener 
Aminosauren-Konzentration zu messen ; die von den Kulturbedingungen 
beeinfluBte, wechselnd reichliche Bildung von Seitenhyphen macht solche 
Versuche zunichte. Denn die Haupthyphe verlangsamt ihr Wachstum und 
halt still, wenn der Austrieb eines Seitenfadens vorbereitet wird und 
stattfindet, wie 6fters im Laufe dieser Arbeit beobachtet wurde (siche 
auch Schmidt). Als normale Wuchsgeschwindigkeit einer Saprolegnia- 
Haupthyphe wurde unter unseren Versuchsbedingungen (0,2-proz. Malz- 
Agar, 25°) 11—12 «/Min. gemessen. 

Durch plotzliche, frontale Einwirkung héherer Konzentrationen von 
Casein-Hydrolysat auf die Hyphen-Spitzen, z. B. von Achlya polyandra, 
1aBt sich eine kurz dauernde allseitige Hemmung ihres Wachstums 
regelmaBig und leicht demonstrieren. 

Setzt man etwa ein Test-Saulchen, das Zukriimmungen aus 5—6 mm Umkreis 
bewirken k6nnte (30 mg Hydrolysat pro ccm), 1—2 mm vor die Hyphenfront, so 
tritt plétzlicher Wachstumsstillstand der Hyphen ein, sobald der Diffusionsstrom 
ihre Spitzen erreicht hat. Diese schwellen keulen- oder kolbenformig an; vermutlich 

‘ist die Permeabilitat ihrer Wand fiir Wasser geringer geworden. Nach 10—15 Min. 
treiben sie jedoch neu aus, meistens mit mehreren Sprossen, die auch dicht hinter 
der Scheitelzone entstehen. 

Hier ist also der Vorgang der Hemmung, der einseitig bewirkt zur 
chemotropischen Kriimmung fiihrt, mit jenem der Neuverzweigung, wie 
er an nicht mehr wachsenden Teilen des Pilzfadens eintritt, in kurzer 
Zeitspanne vereint. AuBerhalb dieser Hemmungszone von etwa 2 mm 
Radius um das Séulchen wachsen die Pilzfiiden ohne Unterbrechung 
weiter und kriimmen sich sofort. 


Chemotropismus und Wuchsform des Pilzmycels 


Die geschilderten Beobachtungen gestatten bestimmte Aussagen 
iiber die Mitwirkung des Chemotropismus eines Fadenpilzes an der Ge- 
staltung seines Mycels. In einer Nahrfliissigkeit bildet ein solcher Pilz bei 
ungestérter Entwicklung eine abgeplattete Kugel, mit dem Entstehungs- 
ort des Mycels als Mittelpunkt. In diinner, homogener Nahrschicht, z. B. 
in der Agar-Platte, breitet sich das Mycel kreisformig aus. Diese Form der 
Ausbreitung und der gleichmaBig dichte Bewuchs der Schicht wird her- 
beigefihrt durch die radiar zentrifugale Wachstumsrichtung jener 
Hyphen, die bis zur Peripherie reichen, und die Hiufigkeit, Richtung 
und Lange der weiteren Tochter-Hyphen, die innerhalb des Mycels ihr 
Wachstum einstellen. 

Nach allen unseren Beobachtungen wird die Richtung der wachsen- 
den Hyphe von Saprolegnia und Achlya in einem Medium mit geringem 
Gehalt an EiweiB-Bausteinen (aber zureichendem Sauerstoff) bestimmt 
durch die Unterschiede in der Aminosdéuren-Konzentration des die Spitze 
umgebenden Substrats. Der radiair-zentrifugale Wuchs der Randhyphen 
ergibt sich aus der héheren Konzentration des noch unbewachsenen 
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Kulturmediums an diesen Nahrstoffen. Der in Abb. 2a—f wiecergege- 
bene Versuch zeigt, wie durch Umkehr des Konzentrationsgefilles eine 
Umkehrung der Wuchsrichtung dieser Hyphen eintritt. 

Die Bedeutung der Konzentrationsdifferenz lieB sich auch durch folgende Ver- 
suchsanordnung zeigen: Zwei Agar-Saiulchen mit gleicher Konzentration an Casein- 
Hydrolysat (Wirkungskreis im Vorversuch auf 6 mm Radius bestimmt) wurden 
mit 5 mm Abstand vor den Rand eines Saprolegnia-Mycels gesetzt. Die Pilzfaden 
wuchsen zwischen diesen Saéulen hindurch, in der Mitte unbeeinfluBt (3 mm breite 
Zone), in ihrer nachsten Nahe dem entsprechenden Saulchen zugekrimmt. Auch 
auf den AuBenseiten traten normale Kriimmungsreaktionen bis 6 mm Entfernung 
ein. Verwendet man Saulchen mit verschiedener Konzentration, so ist die Zone der 
gerade durchwachsenden Hyphen nicht mehr in der Mitte, sondern nach dem Saul- 
chen mit geringerer Konzentration verschoben. 

Ebenfalls erklarlich werden auch andere Richtwirkungen, die beim 
unbeeinfluBten Wachstum eines Mycels in der Plattenkultur oder bei 
seiner Beeinflussung im chemotropischen Versuch auftreten: Es wurde 
schon frither erwahnt, daB Randhyphen sich zunachst auf Agar-Saulchen 
mit wirksamem Inhalt zukriimmen, dann aber, wenn sie nicht in ihrer 
nichsten Nahe sind, wieder radial weiterwachsen (Abb. 1b u. c). Die 
Wirkung des unverbrauchten Nahrmediums vor dem Mycel-Rand iiber- 
wiegt in diesen Fallen jene des abgeflachten Konzentrationsgefalles der 
Aminosauren aus dem Saulchen. Weiter im Inneren des Mycels hingegen, 
im verbrauchten Medium, streben die Pilzfaden bis zuletzt nach dem 
Sdulchen. 

Auch die Ausbildung eines unbewachsenen, haufig spindelformigen 
,»Hemmungsraumes* zwischen den Fronten von zwei gegeneinander 
wachsenden Mycelen und die tangentiale Kriimmung nach auswarts der 
iuBeren Hyphen ist auf eine Verarmung des Nahrmediums in diesem 
Raume (durch Diffusion in die schon bewachsene Zone) zuriickzufiihren, 
und zwar (bei Saprolegniaceen) an Aminosiuren”. Denn der hyphenfreie 
,Hemmungsraum“ wird nach Zugabe von Aminosauren-Gemisch schnell 
bewachsen. 

Auch die Hyphenzweige, die innerhalb des Mycels ihr Wachstum 
eingestellt hatten, werden durch Einwirkung eines Gemisches von Amino- 
siuren zu neuem, nach der Diffusionsquelle gerichtetem Wachstum 
angeregt. 

Da auch die Erscheinung des lokalen SprieBens von Seitenhyphen 
sich durch Aminosauren hervorrufen laBt, ist anzunehmen, daB die rela- 
tive Hiaufigkeit der Seitenfiden, die Verzweigungshaufigkeit, ebenfalls 
von den Konzentrationsverhaltnissen der Eiweib-Spaltstiicke bestimmt 
wird. 

Diese sind also ohne Zweifel unter den angegebenen Kultur- 
bedingungen der wesentlichste iuBere Faktor, der die Formbildung des 
Mycels beeinfluBt. 


20 Schon Schmidt?, der die Bildung des ,,Hemmungsraumes* bei gegenein- 
anderwachsenden Mucorineen-Mycelen eingehend untersuchte, hat sie richtig als 
Folge von ,,Stickstoff-Mangel* gedeutet. 
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F. G. Fischer und Gottfried Werner, Bd. 300 (1955) 
K. O. Miiller® betonte nach eingehender Untersuchung der physiologischen 
Faktoren der Entwicklung des Mycels von drei Ascomyceten und vier Phycomy. 
ceten, darunter auch Saprolegnia ferax und Saprolegnia monoica, ebenfalls die 
formbildende Bedeutung des Chemotropismus. Er kam jedoch zu dem Schlub: 
,,Ursache des radiéren Wachstums und damit der Kreisgestalt des Mycels ist}der 
negative Chemotropismus gegen eigene Stoffwechselprodukte. Positiver Chemo. 
tropismus kommt als Ursache nicht in Betracht, da die Mycelhyphen nicht die 
Fahigkeit besitzen, positiv chemotropisch auf Nahrstoffe zu reagieren‘‘. Gestiitzt 
wurde diese Auffassung im wesentlichen nur indirekt, durch das MiBlingen des 
Nachweises eines positiven Chemotropismus. Unsere Versuchsergebnisse zeigen die 
Unrichtigkeit dieser SchluBfolgerung, wenigstens was die von uns untersuchten 
Pilze anbelangt. Grundsatzlich ausschlieBen laBt sich die Wirkung negativ-chemo- 
tropischer Faktoren nicht, da diese ja neben der in Erscheinung tretenden Wirkung 
der positiven bestehen kénnte. Es ist durchaus méglich, daB die Ausscheidungs- 
produkte mancher Pilze (Ammoniak, organische Sauren und anderes mehr) unter 
bestimmten Bedingungen negativ chemotropisch wirken. Der direkte experimentelle 
Nachweis einer solchen Wirkung diirfte schon aus dem Grunde nicht leicht sein, 
weil ja der das Wachstum bedingende Stoffwechsel der Hyphen an die Anwesenheit 
positiv chemotropisch wirkender Stoffe gekniipft ist. 

Alle unsere Versuche zum Nachweis eines negativen Chemotropismus sind 
jedenfalls ergebnislos geblieben. Priift man z. B. Stiickchen einer 0,2-proz. Malz- 
Agar-Gallerte, die durch einwéchiges Wachsen eines Saprolegnia-Mycels erschépft 
und mit seinen Stoffwechselprodukten beladen sein miiBte, in dem von uns ange- 
wandten Testversuch (Aufsetzen vor die Hyphen-Front einer anderen Kultur), so 
treten weder positive noch negative Kriimmungen ein. 

Auch Clark?! und Fulton® haben, wie Miillér, negativ chemotropisch 
wirkende Hyphen-Stoffwechselprodukte angenommen, weil ihnen der Nachweis 
eines positiven Chemotropismus nicht gelang. Die Beweisfiihrung in diesen Arbeiten 
sowie in der Graves’schen Untersuchung’ ist sehr zweifelhaft und wurde schon 
von R. Schmidt® ausfiihrlich kritisiert. 


Wir kénnen zusammenfassend feststellen, daB alle Erscheinungen, 
die andere Autoren bisher als Folgen eines negativen Chemotropismus 
auffaBten (ohne jedoch Angaben iiber die dafiir verantwortlichen Sub- 
stanzen machen zu kénnen) bei den Saprolegniaceen durch den mit Amino- 
siuren-Gemischen bewirkten positiven Tropismus verstindlich werden. 


Der Chemotropismus von Keim-Hyphen 


Fiir den Befall toter Insekten und anderer natiirlicher Nahrsub- 
strate ist auBer der Chemotaxis der Schwairmsporen von Saprolegnia 
auch der positive Chemotropismus der aus der Spore keimenden Hyphen, 
der Keim-Hyphen, von Bedeutung. Der schon von Miyoshi mit Mucor, 
Aspergillus, Penicillium und Saprolegnia gefiihrte Nachweis ist mehrfach 
bestatigt worden, mit Mucor, Penicillium und Saprolegnia auch von 
K. O. Miller’. Auch Schneebauer"™ beobachtete gerichtetes Aus- 
wachsen von Saprolegnia-Keim-Hyphen auf Orchideen-Pollinien zu. 

Wir haben uns in mehreren Versuchen davon iiberzeugt, daB die 
Keim-Hyphen von sessil gewordenen Saprolegnia-Schwarmern auf (malz- 
freier) Agar-Gallerte sehr regelmaBig auf 4 mm entfernte Agar-Saiulchen 
zuwuchsen, die nur 0,1 mg Casein-Hydrolysat pro cem enthielten. Die 
chemotropische Reizbarkeit von Keim-Hyphen ist durch die Méglichkeit 


21 J. F. Clark, Bot. Gaz. 88, 102 [1902]. 
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der Priifung in nahrstofffreiem Medium sowie durch die Nahrstoffknapp- 
heit der Spore offenbar viel leichter nachzuweisen als jene der Mycel- 
Hyphen. 

K. O. Miiller® folgerte aus seinen Versuchen, in denen Keim-Hyphen positiv 
chemotropisch reagierten, Mycel-Hyphen hingegen nicht, daB im Laufe der Ent- 
wicklung eines Saprolegnia-Mycels die Hyphen eine Veranderung, eine ,,Umstim- 
mung‘, erfahren und dadurch fiir positiv chemotropische Wirkungen unempfang- 
lich und nur noch negativ chemotropischen Reizen zuganglich werden. Diese Folge- 
rung wird durch unsere Beobachtungen hinfallig. 

Fiir das Eindringen parasitischer Pilze in den Wirt ist in zahlreichen 
Fallen der positive Chemotropismus ihrer Keim-Hyphen unzweifelhaft 
von Bedeutung, insbesondere wenn der Weg der Parasiten durch K6rper- 
éffnungen, wie die Blatterspaltéffnungen, geht. De Bary hat fiir die 
Keimschliuche simtlicher Aecidio- und Uredo-Sporen das Eindringen 
durch die Stomata nachgewiesen, das auBerdem auch bei mehreren para- 
sitischen Oomyceten bekannt ist (Lit. s. 1. c.2? und *%). Saprolegnia parasi- 
tica, die Forellen, Lachse, Karpfen und andere Fische samt ihrer Brut 
befallen kann, ist aminoséurenbedirftig!’. Es ist uns sehr wahrscheinlich, 
daB die Chemotaxis ihrer Schwarmsporen und der Chemotropismus ihrer 
Keim-Hyphen durch Aminosauren bewirkt wird, die aus Verletzungen 
diffundieren und dadurch die Infektion erméglichen. Auch bei Achlya 
flagellata und anderen Fischparasiten liegt eine solche Vermutung nahe. 


Der Chemotropismus der Antheridien 


Eine der auffalligsten und bedeutsamsten Erscheinungen gerichteten 
Wachstums zeigt sich bekanntlich im sexuellen Entwicklungsgang der 
Saprolegniaceen und auch anderer Fadenpilze: Durch allmahliche Ver- 
armung des Mediums an Niahrstoffen (Klebs, vgl. 1. c.1°) wird im Mycel 
die Bildung von kugeligen Oogonien ausgelést, meist an kurzen Seiten- 
asten von Haupthyphen. Diese bewirken entweder am gleichen oder an 
einem dicht benachbarten Ast das HervorsprieBen der mannlichen Keim- 
schliuche, der Antheridien, die auf die Oogonien zuwachsen (siehe 
Abb. 5), sich an ihre Wand legen und sie teilweise umschlingen, bis 
schlieBlich die Kernverschmelzung erfolgt. Schon de Bary hat in einer 
grundlegenden Untersuchung* die ,,causalen Beziehungen zwischen der 
Entstehung der Oogonien und Antheridien und die Einwirkung ersterer 
auf die Wachstumsrichtung von Antheridien und Nebenasten‘ behandelt 
und die Vermutung ausgesprochen und naher begriindet, daB auch bei 
diesem ,,Sichaufsuchen“ bestimmter Organe ein chemischer Reiz vorliege. 

Unsere Ergebnisse legten die Annahme nahe, daB die beiden sicht- 
baren Wirkungen der Oogonien, die Auslésung der Antheridien-Bildung 








22 K. Arens, Jb. wiss. Bot. 70, 93 [1929]. 

23 E. Gaumann, Pflanzliche Infektionslehre 8S. 64 u. 65; Birkhauser, Basel 
1946. 

24 de Bary, Abh. Senckenbergisch. naturforsch. Ges. 12, 225 [1881]; siehe 
auch L. Schlésser, Planta 8, 529 [1929]. 
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und ihre gerichtete Anlockung, durch Ausscheidung von Aminosiuren 
zustande kommen. Thr direkter Nachweis in der unmittelbaren Umgebung 
der Oogonien diirfte schwierig sein und ware zudem nicht unbedingt be. 
weiskraftig. Wir beschrankten uns daher auf die Priifung, ob auch die 
Antheridien, wie gew6hnliche Hyphen, durch Eiwei8-Hydrolysat chemo. 
tropisch beeinfluBt werden. 





Abb. 5. Abb. 6. 
Abb. 5. Antheridien-umwachsene Oogonien von Achlya polyandra de Bary 
(AbbildungsmaBstab etwa 100: 1). 


Abb. 6. Chemotropische Wirkung eines Agar-Kliimpchens (rechts) mit 20 mg/cem 
Casein-Hydrolysat auf Antheridien und Hyphen von Achlya polyandra de Bary 
(AbbildungsmaBstab etwa 70: 1). 


Abb. 7. Ablenkung der Antheridien 
von Achlya pelyandra de Bary durch 
Einwirkung von Aminoséuren. Das 
Agar-Kliimpchen (mit Casein-Hydro- 
lysat 20 mg/cem ; Durchmesser0,3 mm) 
liegt in Pfeilrichtung auBerhalb des 
Bildausschnittes (nach Mikrophoto- 
graphie, AbbildungsmaBstab etwa 
150: 1). 





Zu diesem Zwecke wurden winzige Stiickchen Agar-Gallerte (0,2—0,5 mm 
Durchmesser; die Oogonien haben Durchmesser von 40—100 yz), die Casein-Hydro- 
lysat enthielten (20 mg/ccm), auf die Agar-Flache einer fruktifizierenden Achlya 
polyandra-Kultur gebracht, so daB sie etwa die gleiche Entfernung von der Spitze 
eines Keimschlauches hatten wie das anlockende Oogonium, aber in diametral 
entgegengesetzter Richtung lagen. 

Das lieB sich auch ohne Mikromanipulator in folgender Weise machen: Das 
Agar-Stiickchen wurde auf die Spitze eines kleinen Metalldorns aufgespieBt, der 
auf die Mitte der Frontlinse des Mikroskop-Objektivs aufgekittet war. Nach dem 
Aufsuchen einer geeigneten Stelle der Kultur-Oberfliche (mit Oogonium und 
Antheridien) lie8 sich durch vorsichtiges Senken des Tubus bei fortwahrender 
mikroskopischer Beobachtung das Agar-Kliimpchen sehr genau placiert ,,auf- 
kleben“. Fiir seine Aufbringung wurde meistens der Zeitpunkt gewahlt, in dem das 
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Antheridium schon unzweideutig auf das Oogonium gerichtet, aber nur etwa ein 
Viertel bis ein Drittel seines Weges zu ihm gewachsen war. Eine Verletzung von 
Hyphen oder Oogonien ist peinlich zu vermeiden. 

Es gelingen bei weitem nicht alle Versuche, vermutlich weil sowohl 
der Konzentration der diffundierenden Aminosiauren wie der Zeitspanne 
ihrer Einwirkung enge Grenzen gesetzt sind. In mehreren Versuchen aber 
wurden die Antheridien, unter scharfem Wechsel ihrer Wuchsrichtung, 
vom Oogonium weg auf das aminosaureliefernde Agar-Stiickchen ab- 
| gelenkt. 
Z Bei den in Abb. 7 wiedergegebenen Gametangien war das oberste 
Antheridium beim Aufsetzen des aminosaurehaltigen Agar-Kliimpchens 
schon auf halbem Wege zum Oogonium; es wurde daher nicht mehr ab- 


Z gelenkt. Das zweite, vom Agar-Stiickchen ,,angelockte* Antheridium 
) war zu dieser Zeit nur ein Viertel oogoniumwarts gewachsen. Der un- 
terste, ebenfalls auf das Agar-Kliimpchen sich vorschiebende Ast 


bildete sich erst nach Einwirkung der diffundierenden Aminosiuren. 

Abb. 6 (aus einem anderen Versuch) zeigt die chemotropische Wirk- 
samkeit von Casein-Hydrolysat auf Antheridien und Hyphen, die bereits 
ihr Wachstum eingestellt hatten. 

Meistens verzweigen sich die derart beeinfluBten Antheridienschlauche und 
erreichen auch die Agar-Kliimpchen. Sie sind dann morphologisch von gewéhn- 
/eem lichen Seitenhyphen nicht zu unterscheiden, da auch eine Septierung unterbleibt. 
ary Im unbeeinfluBten Ablauf grenzen sich ja die Antheridien durch eine Querwand 
erst ab, wenn sie die Oogonien erreicht haben. Héhere Konzentrationen der Amino- 
siuren im aufgebrachten Agar-Kliimpchen verhindern zunachst fiir kurze Zeit das 
Weiterwachsen der Antheridien; sie bewirken dann deren Verzweigung und sogar 
ein Aussprossen der Oogonien. Es findet also allem Anschein nach eine Entdiffe- 
renzierung der Gametangien statt, wieder zu gewohnlichen Hyphen. 

Weitere Untersuchungen zur Bestatigung und cytologischen Ver- 
tiefung unserer Befunde hatten hier einzusetzen. Die Feststellung aber, 
daB Achlya-Antheridien, gleich gewohnlichen Hyphen, durch Amino- 
sduren tropisch gelenkt werden, macht es wahrscheinlich, daB das Mittel 
ihrer Hervorbringung aus dem Pilzfaden und ihrer Anlockung durch das 
Oogonium die Diffusion von Eiwei8-Spaltstiicken aus dem Oogonium in 
einem bestimmten Zeitpunkt seiner Entwicklung ist. Selbstverstandlich 
ist damit nichts ausgesagt iiber die Faktoren, welche die Differenzierung 
und Reifung der mannlichen Keimzellen bewirken®. 


ry 


mm Eine weitere von uns beobachtete Erscheinung deutet ebenfalls 
dro- darauf hin, daB aus den Oogonien wahrend der Degeneration ihres Plas- 
Alya mas und ihrer Kerne, vor der Oosporenbildung, Aminosauren heraus- 
me diffundieren: In mehreren fruktifizierenden Wasserkulturen von Sapro- 
legnia mixta wurden hineingebrachte Schwarmsporen dieses Pilzes von 
Das Oogonien angelockt und vornehmlich um sie herum sessil. Anlockung 
der und Sessilwerden von Saprolegnia-Zocsporen wird aber durch die kom- 
dem binierte Wirkung von Aminoséuren und Alkalichloriden hervorgerufen 
und Se ive ae ; f : P 
ad (wie in einer weiteren Arbeit mitgeteilt werden soll). 


*5 Siehe hierzu J. R. Raper, Amer. J. Bot. 27, 162 [1940]. 
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Der Chemotropismus von Saprolegnia unter natirlichen 
Bedingungen 





Nachdem die Wirkung von Eiweib-Spaltstiicken auf Wachstums.> 
richtung und Verzweigungshaufigkeit der Hyphen von Saprolegnia uni} 
Achlya in der Agar-Kultur festgestellt und geklart worden war, stellte} 
sich die Frage, welche Bedeutung diesen Erscheinungen im Leben der 
Pilze unter natirlichen Bedingungen zukommt. Erkennt man sie auch in 
dem auf einem Zweigstiick, einem toten Insekt, oder einer anderen natiir. 
lichen Unterlage im Wasser gewachsenen Piizmycel ? 

Die Betrachtung einer gréBeren Zahl solcher natiirlich gewachsener 
Saprolegnia- und Achlya-Mycele zeigte uns iiberraschend oft einen relatiy 
hohen Prozentsatz von Hyphen an deren Richtung und Verzweigungs. 
Haufung die Folgen der geschilderten Erscheinungen unverkennbar 
waren. Gerichtete Kriimmungen sind hiufig, besonders bei den zuletzt 
gebildeten Seitenhyphen, die wieder der zerfallenden und im Zerfall er. 
nahrenden Unterlage zustreben, oder nach einem abgerissenen Pilz. 
schlauch, einem verletzten Oogonium zielen**. Es kann als Beispiel fiir 
diese Vorgange auf eine Abbildung in einer Untersuchung von de Bary” 
verwiesen werden, die ein Keimpflinzchen von Achlya prolifera auf der 
Oberflache einer Miickenlarve darstellt: Die sekundiren Seiteniiste 
wachsen alle gegen das Substrat hin. : 

Der positiv chemotropische Reiz von Eiwei$-Spaltstiicken vermag 
also auch in Wasser unter natiirlichen Bedingungen sich auszuwirken. 
Werden im Laboratoriumsversuch Stérungen der Diffusion, wie Erschiit. 
terungen und Warmestrémungen, méglichst ausgeschaltet, so treten auch 
in Wasser sehr regelmaBige Hyphenkriimmungen nach aminosaurehal- 
tigen Agar-Saulchen auf. Die sich auf ein Fliegenbein zukriimmenden 
Saprolegnia-Hyphen von W ort mann‘ befanden sich auch im hangenden 
Wassertropfen. 

Da auch unter natiirlichen Bedingungen sowohl die Keim-Hyphen 
wie die Mycel-Hyphen der Saprolegnia-Arten positiv chemotropisch auf 
die EiweiBspaltstiicke ihrer Nahrsubstrate reagieren, stellt sich die 
Frage, wie nach dem Befall z. B. eines Insektenkérpers durch die 
Schwarmspore und dem Austreiben der Keimschlauche in sein Inneres es 
iiberhaupt zu einem Wuchs aus dem Substrat heraus und zur Ausbildung 
eines Wassermycels kommen kann. 

Miiller® nahm zur Erklairung die ,, Umstimmung‘“ der Reizbarkeit 
der Hyphen zum negativen Chemotropismus auf die eigenen Stoffwechsel- 
produkte an. Denn: ,,Waren die Mycelhyphen nun dauernd positiv che- 
motropisch, so ware es der Saprolegnia unméglich, den befallenen Insek- 
tenleib mit einem Teil der Hyphen zu verlassen, bevor nicht die zur Er- 


26 Die Saprolegniaceen scheiden eiweiB-auflésende Enzyme aus, da sie auch 
in steriler Lésung hochmolekulare Proteine assimilieren. Unter natiirlichen Be. 
dingungen wird auch eine bakterielle Proteolyse des Substrats mit im Spiele sein. 

27 A.de Bary, 1. c.*4, und zwar S. 319. Die Abb. ist auch in der de Bary: 
schen Monographie (I. c.*) als Fig. 68 wiedergegeben. 
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nihrung geeigneten Stoffe desselben fast vollstindig absorbiert worden 
waren’. Etwa aus dem Substrat hinausgedrungene Hyphen des jungen 
Mycels miiBten ,,immer wieder positiv chemotropisch dorthin zuriick- 
kehren, bis die Nahrstoff-Konzentration der besiedelten Stelle durch 
Absorption gleich der der Umgebung geworden ist“‘. 

Unsere Versuche schlieBen eine ,,Umstimmung‘‘ der Hyphen aus 
und lassen annehmen, daB fiir ihr Hinauswachsen aus dem Substrat der 
von Schmidt® nachgewiesene Aerotropismus verantwortlich ist. 
Dieser wirkt sich umso stirker aus, je reichlicher die Ernahrung der 
Hyphen ist. 

So wachsen z. B. bei einer Malz-Konzentration von 0,2% in einer Agar- 
Gallerte alle Saprolegnia-Hyphen innerhalb der 1 mm dicken Substratschicht; wird 
die Malzzugabe erhdht, so vegetieren die Pilzfaden zum Teil auBerhaib der Agar- 
Schicht als ,, Lufthyphen“ und erscheinen als glanzende Faden. Die gleiche Beobach- 
tung eines Hyphenrasens macht man, wenn nur Aminosauren (aber keine Zucker) 
dem Substrat reichlicher zugefiigt werden. 

Selbst aus waBriger Nahrlésung (ohne Agar) wachsen Saprolegnia-Faden, 
entgegen der Schwerkraft und der tropischen Substratwirkung, bis einige mm iiber 
den Fliissigkeitsspiegel hoch, sobald die Malz-Konzentration iiber 3% liegt. 

Wird ein Testsiulchen mit Casein-Hydrolysat in hdherer Konzentration 
(60 mg/eem) beschickt, so wachsen in seinem Umkreis die Hyphen aus der Agar- 
Schicht an die Oberflache; das Tiirmchen selbst hat nach 24 Stdn. das Aussehen 
einer weiBen ,,Pelzmiitze*‘, da die Pilzfaden durch es hindurch und dann in die Luft 
hinauswachsen. 

Besonders bei héheren Nahrstoff-Konzentrationen gewinnt also der 
Aerotropismus die Oberhand iiber den durch EiweiBabbauprodukte ver- 
ursachten Tropismus. Dadurch wird das Hinauswachsen der Pilzfiden 
aus dem Substrat verstandlich. Ihre Reizbarkeit durch Aminosauren 
biiBen sie jedoch nicht ein, wie folgende Versuche zeigen: 

Fliegen wurden in einer Wasserkultur mit Saprolegnia-Schwarmern infiziert 
und nach 24 Stdn. auf eine Agar-Platte (0,2% Malz) iibertragen. Die Hyphen 
setzten bald ihr Wachstum darin fort; nachdem sie etwa 5mm herausgewachsen 
waren, wurde im ersten Versuch eine zweite Fliege, im zweiten ein Casein-Kliimp- 
chen, im dritten ein Saulchen mit Casein-Hydrolysat mit der Impffliege in enge Be- 
riihrung gebracht. Nach einigen Stunden kehrte der gré8te Teil der Hyphen (auBer 
einigen Randhyphen) in allen drei Versuchen um und wuchs der Fliege zu. 

Sobald die Hyphen mit Sauerstoff allseitig zureichend versorgt sind 
(wie es im Wassermycel der Fall ist), bestimmt die Aminosiuren-Konzen- 
tration wieder ihre Richtung; die chemotropische Empfindlichkeit der 
Pilzfaden wird umso groBer sein, je karglicher die EiweiB-Ernaihrung von 
der Basis aus ist. 


Prifung der chemotropischen Wirkung 
von Aminosaéuren-Gemischen auf andere Pilze 


Die geschilderten chemotropischen Erscheinungen wurden in zahl- 
reichen Versuchsreihen (mit etwa 3000 Versuchen) auBer an Saprolegnia 
ferax und S. mixta auch an Achlya polyandra (de Bary) niher studiert. 
Sie sind bei diesen drei Pilzen im wesentlichen gleichartig. Bei einem 
anderen Pilz der gleichen Gattung, der Achlya racemosa, lieB sich jedoch 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 300 16 
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unter gleichen Bedingungen keine chemotropische Reaktion auslisen, 
Schon an diesem Beispiel zeigte sich also, da es unzulassig ist, die nach. 
gewiesene Wirkung von Aminoséuren-Gemischen verallgemeinernd auch 
bei anderen Pilzarten anzunehmen. Die Priifung einer gr6Beren Zahl von 
Saprolegniaceen und von anderen Phycomyceten zeigte, daB das Myce] 
vieler dieser Pilze mit ebenso starken Hyphen-Kriimmungen und reich. 
lichen gerichteten Neusprossungen auf herandiffundierende Amino. 
siuren reagiert, wie jenes der drei obengenannten Arten, daB das Myce! 
anderer Arten jedoch viel unempfindlicher ist, nur Neusprossungen aber 
keine Zukriimmungen oder iiberhaupt keine Reaktion zeigt. Das Ge. 
samtbild der Erscheinungen kann auch bei nahe verwandten Arten ver. 
schieden sein und ist meistens recht charakteristisch. Keine Wirkung 
hatten Aminoséuren-Kombinationen und Eiweib-Hydrolysate auf die 
gepriiften Ascomyceten, Basidiomyceten und Fungi imperfecti. 

Im folgenden ist unter Verzicht auf die Schilderung morphologischer 
Einzelheiten eine Gruppierung der untersuchten Pilze nach ihrer Reak. 
tionsfahigkeit versucht worden. Dabei bleibt die Frage offen, inwiefern 
diese durch die ,,Vorgeschichte“ der betreffenden Kultur beeinfluft 


werden kann. 

Jede Pilzart?® wurde in mindestens 2 Kulturschalen mit je 4—6 Test-Saulchen 
gepriift. Agar 2-proz., Malz 0,2-proz., auch die tibrigen Kulturbedingungen wie 
S. 216 angegeben. Die Saulchen enthielten 5 mg/ccm Aminosauren-Gemisch bzw, 
Casein-Hydrolysat (fermentativ hergestellt). 

A. Starker Chemotropismus mit allen Erscheinungen (Kriimmung der 
Hyphen bis 180°, gerichtete Neusprossungen, starke Verzweigung der Hyphen bei 
Annaherung an das Saulchen) durch Casein-Hydrolysat und durch A. 8.-Gemisch 
wurde beobachtet bei: 

Achlya dubia Coker, A. intricata Benedek, A. recurva Cornu, A. polyandra de 
Bary, A. olygacantha de Bary, Isoachlya eccentrica Coker, Isoachlya unispora Coker 
et Couch, Protoachlya paradoxa Coker, Isoachlya monilifera (de Bary) Kauffman 
Saprolegnia diclina Humphrey, 8. ferax (Gruith.) Thuret, S. litoralis Coker, 8. mixta 
de Bary, S.monoica Pringsheim, S. Lapponica Gaiumann, S. parasitica Coker, 
S. terrestris Cookson, S. asterophora de Bary, Thraustotheca clavata de Bary. 

B. Chemotropismus, doch treten nicht immer alle Erscheinungen gleich 
deutlich auf. Umkehr der Hyphen seltener. Meistens wirkt Casein-Hydrolysat 
stirker und vollstandiger als A. S.-Gemisch,! das zuweilen nur gerichtete Neu- 
sprossung verursacht: 

Achlya bisexualis Coker (R § und R 3), A.ambisexualis Raper (4 u. 3), A.caro- 
liniana Coker, A. conspicua Coker, A.colorata Pringsheim, A. crenulata Ziegler, 
A. flagellata Coker, A. Klebsiana Pieters, A. oblongata de Bary, var. gigantea Cook, 
A. proliferoides Coker, A.radiosa Maurizio, A. Sparrowii Reischer, Saprolegnia 
delica Coker, S. anisospora de Bary, S. crustosa Maurizio, S. dioica de Bary, Pythiop- 
sis cymosa de Bary, P. intermedia Coker et Harvey, Dictyuchus sterile Coker. 

C. Keinen Chemotropismus, héchstens geringe Neusprossung, zeigten 
folgende Pilze: 














































28 Wir bezogen die meisten Kulturen vom Centraalbureau voor Schim- 
melcultures in Baarn/Nederland. Fiir die Uberlassung mehrerer Kulturen pflan- 
zenpathogener und holzzersetzender Pilze danken wir Herrn Prof. H. Richter, 
Biologische Zentralanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, Berlin-Dahlem und Herrn 
Prof. Dr. E. Schaffnit, Institut fiir Pflanzenkrankheiten der Universitat Bonn, 
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Phycomyceten: Achlya racemosa Hildebrand, A. glomerata Coker, A phano- 
myces cladogamus Drechsler, Aph. euteiches Drechsler P. F.2, Aph. cochleoides 
Drechsler, Aph. phycophilus de Bary, Aplanes Treleaseanus (Humphry) Coker, 
Brevilegnia gracilis v. Eck, Calyptralegnia achlyoides Coker et Couch, Basidiobolus 
ranarum, Chaetostylum Fresenii, Circinella umbellata, Cunninghamella elegans Lendn. 
Helicostylum pitiforme, Mucor hiemalis (+ u. —), Mucor mucedo (L) Fres. (+), 
Ophiobolus graminis, Phytophthora infestans, Pythium de Baryanum, Pythium irre- 
gulare var. betae, Rhizopus nigricans Ehr., Thamnidium elegans Link., Zygorhynchus 
exponens. 

Ascomyceten: Ascochyta pinodella, A. pisi (Pisum sat.), Aspergillus gigan- 
theus, Lachnea cretea Phil., Pyronema confluens, Neurospora sitophila (Mont.). 

Basidiomyceten: Coniophora cerebella, Merulius domesticus, Polystictus 
versicolor. 

Fungi imperfecti: Fusarium coeruleum, Rhizoctonia solani. 


Das negative Ergebnis bei den in der letzten Gruppe genannten 
Pilzen erlaubt natiirlich nicht den SchluB, daB diese zu Chemotropismen 
iiberhaupt unfaéhig waren. Unter verinderten Bedingungen, mit anderem 
Nahrmedium oder anderen Reizstoffen, konnten solche in Erscheinung 
treten. Die Keimschliuche von Schimmelpilzen z. B. (Mucor mucedo, 
M. stolonifer, Phycomyces nitens, Penicillium glaucum und Aspergillus 
niger) reagieren nach Miyoshi® positiv chemotropisch auf Saccharose, 
Glucose, Fructose und auf Ammoniumsalze (gepriift auf T'radescantia- 
Blittern, wobei die Reizstoffe aus den Spalto6ffnungen diffundieren). 

Die Ergebnisse unserer Untersuchung lassen Folgendes erwarten: 
Wenn die Hyphen eines Pilzes einen zu ihrem Wachstum unentbehrlichen 
Nahrstoff (oder eine Gruppe von Nahrstoffen, oder Sauerstoff) im Me- 
dium nur in suboptimaler Konzentration vorfinden, und wenn seine 
Aufnahme eine Verfestigung, d. h. geringere Streckung der wachsenden 
Membran hervorruft, so wird die asymmetrische Zufuhr dieses Stoffes 
positiv chemotropisch wirken. 

Es leuchtet ein, daB die Konzentration der anfanglich gleichmaBig 
verteilten Inhaltsstoffe des Nahrmediums, bisher offenbar zu wenig 
beachtet, fiir die Ausbildung von Chemotropismen ausschlaggebend 
sein kann. 

In der Natur sind asymmetrische Nahrstoffeinwirkungen haufig, 
ja bei einem wachsenden und daher nahrstoffverbrauchenden Mycel 
die Regel, so daB den positiven Chemotropismen, die ein ,,Aufsuchen** 
der Orte mit hdheren Konzentrationen bewirken, ohne Zweifel eine 
dkologische Bedeutung zukommt. 


Zusammenfassung 


Der positive Chemotropismus der Hyphen von Saprolegnia ferax 
und von anderen Saprolegniaceen wird als Folge der Einwirkung von 
Aminoséuren-Gemischen erkannt. Kriimmung des wachsenden Pilz- 
fadens auf den Ort héherer Aminoséuren-Konzentration zu und dorthin 
gerichtetes NeusprieBen von Seitenhyphen sind die chemotropischen 
Erscheinungen. 


16* 
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Zu ihrer Auslésung sind Mindestkombinationen von 5—7 L-Amino. 
siuren notwendig. Einzeln sind die Aminosiuren unwirksam. 

Auch die Keimhyphen und die Ant heridien von Saprolegniaceen 
reagieren auf Aminosdéuren-Gemische positiv chemotropisch. 

Die Auswirkungen des Chemotropismus auf die Wuchsform des 
Mycels wasserbewohnender Pilze wird diskutiert. 

Eine gréBere Anzahl von Phycomyceten und von anderen Pilzen 
wird auf die chemotropische Wirkung von Aminosauren hin untersucht. 


Summary 


The positive chemotropism of the hyphae of Saprolegnia ferax 
and other Saprolegniaceae is shown to be due to the action of mixtures 
of amino acids. The chemotropism manifests itself by curvature of the 
growing mycelium in the direction of places with higher amino acid con. 
centration and by the development of branching of the hyphae in the 
same direction. 4 
The effect requires a mixture containing a minimum of 5—7 L-amino 
‘acids. The individual amino acids are inactive. 

The germ tubes (hyphae) and the antheridia also exhibit positive 
chemotropism with amino acid mixtures. 

The effect of the chemotropism on the growth form of the mycelium 
of aquatic fungi is discussed. 

A large number of Phycomycetes and other fungi are investigated 
with respect to the chemotropic effect of amino acids. 
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Bd. 300 (1955) 


Zur Darstellung von Tetanus- und Diphtherie-Antitoxin 
Von 


K. Dirr 


Aus dem Laboratorium der II. Medizinischen Universitits-Klinik, Miinchen 
(ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. November 1954) 


Vor kurzem berichteten wir! tiber einen EiweiBstoff, den wir aus 
dem Serum von y-Plasmocytomkranken isolieren konnten. Wir be- 
zeichneten ihn als y-PlasmocytomeiweiB bzw. y-Paraprotein. Nachdem 
sich im Laufe der Untersuchungen herausgestellt hatte, daB diese EiweiB- 
kérperklasse nicht nur bei y-Plasmocytom auftritt, sondern auch bei 
einer Reihe von anderen Erkrankungen, méchten wir die allgemeine 
Bezeichnung y-Paraprotein vorziehen*. Die Isolierung ist denkbar ein- 
fach und geschieht durch die bekannte Neubauersche EnteiweiBung: 
1 Tl. Serum, dazu 3 Tle. aqua dest. und | TI. einer 1,55-proz. waBrigen 
Uranylacetatlésung (bei hohen GesamteiweiBwerten mehr, d.h. bis 
zur volligen Ausfallung). Der Niederschlag wird filtriert; im Filtrat be- 
findet sich neben den sonstigen allgemein bekannten Bestandteilen 
auch das erwahnte y-Paraprotein. Zur Isolierung wird das Filtrat dia- 
lysiert; aus dem Dialysat kann das Protein durch Einengen im Vak. bei 
tiefer Temperatur oder ein ahnliches Verfahren rein gewonnen werden. 
Der qualitative Nachweis kann durch Zugabe von Trichloressigsdiure 
oder Sulfosalicylsiurelésung zum Uranylacetatfiltrat erbracht werden, 
wobei bei positivem Ausfall eine Triibung entsteht. Diese Fallungs- 
reaktionen kénnen auch zur quantitativen Bestimmung dieses y-Para- 
proteins benutzt werden oder die Menge kann aus der Rest-N-Differenz 
zwischen Trichloressigsiure-EnteiweiBung und Uranylacetat-Entei- 
weiBung errechnet werden. 

Unterwirft man das Dialysat der Elektrophorese, so wandert das 
Protein mit den y-Globulinen, es liegt aber des 6fteren etwa zwischen 
den gewohnlichen f,- und y-Globulinen. Das Hydrolysat des y-Para- 
proteins gibt bei der Papierchromatographie das normale Bild der 
Aminosiurenverteilung, wobei jedoch Methionin und wahrscheinlich 
auch Oxyprolin fehlen, mindestens aber in sehr geringer Menge vor- 
handen sind. 


1K. Dirr u. E. Dietz, Miinchener med. Wschr. 1954, 1308; Rontgen- u. 
Laborpraxis VII, 305 [1954]; Z. ges. inn. Med. Grenzgebiete 9, 977 [1954]. 

* Unter Para-Proteinen verstehen wir gegeniiber den normal vorkommenden 
SerumeiweiBproteinen véllig anders geartete SerumeiweiBstoffe, die in einer Menge 
auftreten, daB ihre Andersartigkeit nachgewiesen werden kann. 
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Die Bildung der im Serum normal vorkommenden Globuline wird 
heute fast allgemein den Plasma- und Reticulumzellen zugeschrieben, 
Wird der blutbildende Apparat in diesen Zellen irgendwie, z. B. durch 
Toxine, geschadigt, so kommt es zur Entstehung von fehlerhaften, nicht 
mehr normalen Globulinen, die unter der Bezeichnung Para-Globuline 
zusammengefaBt werden. Es ist also zu erwarten, daB bei einer Reihe 
von toxischen Infektionskrankheiten die hierbei auftretenden Toxine 
in den EiweiSbildungsmechanismus der genannten Zellen derart ein. 
greifen, daB ebenfalls Paraglobuline entstehen kénnen, die in diesen 
Fallen den Charakter von Antitoxinen zeigen. Da letztere in der Haupt- 
sache auch bei den y- und f-Globulinen des Serums gefunden werden, 
lag der Gedanke nahe, unsere Untersuchungen auch auf solche Krank. 
heitsbilder auszudehnen. In der Tat konnten wir bei mehreren anderen 
Krankheitsbildern das Auftreten eines y-Paraproteins beobachten, 
darunter auch bei einem Fall von Tetanus. Da zur Gewinnung von Anti- 
Tetanus-Serum ein ahnliches Krankheitsbild bei Tieren in groBem Mab. 
stab durch Injektion von Tetanustoxin hervorgérufen wird, verwendeten 
‘wir fiir unsere weiteren Untersuchungen antitoxinhaltige Tierseren. 
Zunichst bezogen wir in unsere Untersuchungen nur Diphtherie- und 
Tetanus-Antitoxin-Seren ein und zwar vorerst sog. Fermoseren der 
Behringwerke vom Pferd. 

Bekanntlich ist ein Hauptbestreben der Serologen die méglichst weitgehende 
Befreiung des Antitoxins von anderen Eiweifstoffen des Serums, um die Serun- 
krankheit bei Anwendung des Antitoxin-Serums herabzusetzen. Durch Ferment- 
einwirkung (meist Pepsin bei einem pR von etwa 3,5) gelingt der Abbau und da. 
durch die Entfernung von Albumin und «,-Globulin, jedoch werden die «,-, f,-, 
f,- und y-Globuline nur wenig abgebaut und bleiben als Faktoren der Serum. 
krankheit. Nach Ansicht einiger Forscher (siehe bei Schultze? und bei Schmidt’) 
soll durch die Fermenteinwirkung auch eine Spaltung des genuinen Antitoxin- 
molekiils bewirkt werden, wobei die Wirkgruppe, also das eigentliche Antitoxin, 
mit unverminderter Wirksamkeit erhalten bleibt. Das wiirde also heiBen, daB das 
genuine Antitoxin aus einem TragereiweiBstoff und einem WirkeiweiBstoff besteht 
und bei der Fermenteinwirkung eine Spaltung in TragereiweiB und Antitoxin- 
k6rper erfolgt. Letzterer wiirde offenbar das in der Literatur erwahnte T-Globulin 
darstellen, das bei der Elektrophorese zwischen y- und /,-Globulinen wandert. So 
kénnten die Ergebnisse der serologischen Untersuchungen, wie sie in der Literatur 
beschrieben werden, zwanglos erklart werden. 

Abb. 1 stellt eine Elektrophorese des isolierten y-Plasmocytom- 
EiweiBes und daneben zum Vergleich das Bild des Gesamtserums des 
Kranken dar. In Abb. 2 liegt das isolierte y-Paraprotein aus Tetanus- 
Antitoxinserum vor, daneben gleichzeitig laufend normales mensch- 
liches SerumeiweiB; in Abb. 3 dasselbe von isoliertem y-Paraprotein 
aus Diphtherie-Antitoxinserum gleichlaufend mit normalem mensch- 
lichem Serum. Man hat den Eindruck, da des Elektrophoresebild bei 
den sog. y-Paraproteinen etwas nach der /,-Globulin-Seite hin ver- 
schoben ist. Bei der Hydrolyse der y-Paraproteine aus Diphtherie- und 


2H. F. Schultze, Angew. Chem. 66, 396 [19541]. 
3-H. Schmidt, Serologie Lfg. 6, 336 [1954]; Steinkopf Verlag, Darmstadt. 
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Tetanus-Antitoxin fanden wir wieder die normale Aminosaureverteilung 
wobei wir bei Diphtherie-y-Paraprotein kein Methionin und Oxyprolin 
finden konnten und bei Tetanus-y-Paraprotein auch nur sehr wenig, 
auBerordentlich viel weniger jedenfalls als bei einem gleichzeitig hydro- 


Albu- y-Glo- 
mine oe X= Bye + Bae bulin 
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y-Plasmocytom 
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Abb. 1. Elektrophorese des isolierten y-PlasmocytomeiweiBes im Vergleich mit dem 
Gesamtserum bei y-Plasmocytom. 
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Abb. 2. Elektrophorese des isolierten »-Paraproteins aus Tetanusantitoxinserum 
im Vergleich mit normalem menschlichem SerumeiweiB. 
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Abb. 3. Elektrophorese des isolierten y-Paraproteins aus Diphtherieantitoxin im 
Vergleich mit normalem menschlichem SerumeiweiB. 


lysierten Casein. Auch hier méchten wir mit der Behauptung, dai 
iiberhaupt kein Methionin vorhanden ist, sehr zuriickhaltend sein, die 
Menge desselben ist aber jedenfalls sehr gering. 

Bei der qualitativen Uberpriifung der Antitoxinwirksamkeit der 
beiden isolierten y-Paraproteine aus Tetanus- und Diphtherieserum 
ergab sich ein auBerordentlich starker Antitoxintiter, der iiberschlags- 
maiBig erwarten lieB, daB die Hauptmenge des auf der Packung angege- 
benen Antitoxingehaltes im Uranylacetatfiltrat zu finden ist. Wahr- 
scheinlich liegen in der Hauptsache hier nur Antitoxine, die der T-Glo- 
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bulin-Fraktion angehéren, vor. Mit gréBter Wahrscheinlichkeit sind sie 
von allen iibrigen SerumeiweiBk6rpern frei. Daf es sich um eine sehr 
reine Fraktion handelt, schlieBen wir daraus, daB wir beide EiweiBstoffe 
(aus Diphtherie- und Tetanus-Antitoxinserum) zu einem kleinen Teil 
kristallisiert erhalten konnten. 

Auf die Bedeutung der Ergebnisse fiir die Medizin soll hier nicht 
eingegangen werden, ebensowenig auf die Zusammenhange hinsichtlich 
der Entstehung der genannten Paraproteine. Wir werden dariiber in 
der einschlagigen Literatur berichten. 


Zusammenfassung 


Durch 1,55-proz. Uranylacetatlésung werden bei pu 7 alle Serum. 
proteine von Fermoseren von Diphtherie und Tetanus des Pferdes aus. 
gefallt, mit Ausnahme einer Antikérperfraktion, die im Filtrat durch 
Dialyse gereinigt werden kann. Der Methioningehalt und wahrscheinlich 
auch der Oxyprolingehalt der hydrolysierten Antitoxine sind stark her- 
abgesetzt. Mit gréBter Wahrscheinlichkeit stellen diese isolierten Anti- 
toxine von Tetanus und Diphtherie sog. T-Globuline dar. 


Summary 


All the serum proteins of ,,Fermoseren‘ from diphtheria and teta- 
nus of the horse are precipitated by 1,55% uranyl acetate solution at 
pu 7 with the exception of an antibody fraction which can be purified 
by dialysis in the filtrate. The methionine and probably also the hydro- 
xyproline content of the hydrolysed antitoxins are substantially re- 
duced. The diphtheria and tetanus antitoxins isolated are very pro- 
bably T-globulins. 
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Uber die quantitative Antitoxin-Auswertung 
der Fraktionierung mit Uranylacetat von Tetanus- 
und Diphtherie-Antitoxin-Fermo-Seren 


Von 
K. Dirr und E. Fischoeder 


Aus dem Laboratorium der IT. Med. Universitats-Klinik Miinchen und dem Asid-Institut GmbH., 
Miinchen-Neuherberg, Post SchleiBheim (ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Februar 1955) 


In der vorangehenden Arbeit: ,,Zur Darstellung von Tetanus- 
und Diphtherie-Antitoxin“’ beschrieben wir ein Verfahren!, nach dem 
durch Uranylacetatfaillung zwei Fraktionen aus Pferdefermoseren ge- 
wonnen wurden. Die eine Fraktion ist der Niederschlag, die andere das 
Filtrat, das in einem qualitativen Vorversuch groBe Mengen Antitoxin 
enthielt. Bei der Elektrophorese wandert der FiltrateiweiBstoff mit den 
y-Globulinen und stellt nach unserer Meinung das in der Literatur be- 
schriebene T-Globulin? dar. Um genaueren Einblick in den Grad der 
Trennung zu bekommen, fiihrten wir quantitative Untersuchungen durch. 


a) Tetanus-Antitoxin-Fermo-Serum vom Pferd 


Ausgangsmaterial war Fermo-Serum der Behring-Werke (Nr. III 
MM, 30.000 AE = 15.000 IE, 10 cem, verwendbar vom 14. 7. 1953 bis 
13. 7. 1956, Kontroll-Nr. 6279). 5 cem dieses Serums wurden mit 15 ccm 
aqua dest. und 7,5 ccm 1,55-proz. wiBriger Uranylacetatloésung versetzt 
(insgesamt also 27,5 ccm). Da die Reindarstellung nur das Antitoxin im 
Filtrat betrifft, wurde die quantitative Bestimmung nur hier mit még- 
lichster Genauigkeit durchgefiihrt, wahrend die Antitoxinbestimmung 
im Niederschlag mehr den Charakter eines orientierenden Versuches 
trug. Der Niederschlag wurde namlich dreimal mit je 5 ccm Uranyl- 
acetatlésung (7,5 ccm 1,55-proz. waBrige Uranylacetatlésung werden 
auf 27,5 cem mit aqua dest. verdiinnt) gut verrieben, zentrifugiert und 
dekantiert. Beim Zentrifugieren blieb immer eine stark getriibte Mutter- 
lauge, die wir abgossen, so daB ein nicht genau bestimmbarer Verlust 
eintrat. Der Niederschlag wurde hierauf dialysiert und die waBrige 
Lésung auf 1 cem im Vak. bei Zimmertemperatur eingeengt und zur 


1 K. Dirr, diese Z. 800, 237 [1955], vorstehend. 
2 H. F. Schultze, Angew. Chem. 66, 396 [1954]; H.Schmidt, Serologie Lfg. 
6, 336 [1954]; Steinkopf Verlag, Darmstadt. 
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quantitativen Bestimmung auf Antitoxin verwendet. Das Uranylacetat. 
filtrat dagegen unterwarfen wir ohne Dialyse dieser quantitativen Be. 
stimmung, um moglichst genaue Werte zu bekommen. Sie erfolgte 
folgendermaBen : 


Die auf Antitoxin zu untersuchende Lésung (als Beispiel hier das Uranyl- 
acetatfiltrat) wurde mit physiologischer Kochsalzlésung 1: 175 verdiinnt. In eine 
Reihe von 8 Flaschchen wurde je 1 ccm dieser Verdiinnung einpipettiert. In eine 
zweite Reihe von 8 Flaschchen wurde je 1 cem = 1 IE eines 1 : 5 verdiinnten Stan. 
dard-Serums aus dem Paul-Ehrlich-Institut gegeben. Zu den Flaschchen jeder Reihe 
wurden steigende Dosen Toxinlésung (Standard Tg 326, Paul-Ehrlich-Institut 
Frankfurt, L + 50 [0,1 IE] = 0,12 ccm), und zwar von 0,8 bis 1,5 ccm gegeben, 
Der mit Kochsalzlésung aufgefiillte Inhalt jedes Flaschchens betrug 4 ecm. Nach 
einer 1/,-stdg. Bindungszeit bei Zimmertemperatur wurden 0,4 com = 1/j9 jedes 
Gemisches je einer Maus (15 g) subcutan am linken Hinterschenkel injiziert. Die 
Tiere wurden 6 Tage beobachtet. . 

Gegeniiber der Toxindosis 0,12 ccm war die Wirkung des Standardserums 
etwas starker als die der Filtratverdiinnung, die nur 0,11 ccm Toxin so neutrali- 
sierte, daB etwa der gleiche Starrkrampfverlauf zustande kam wie in der Standard. 
serum-Reihe mit 0,12 cem Toxin. Auch gegeniiber geringeren und héheren Toxin. 
dosen verhielt sich das Neutralisationsvermégen der Filtratverdiinnung und des 
‘Standardserums im gleichen Verhaltnis. Daraus ergeben sich die Berechnungs. 
formeln 0,11: 0,12 = 160: 175 oder 0,14: 0,15 = 163: 175 und der Schatzungs. 
wert von etwa 160 bis 165 IE/ccm fiir das Filtrat. 

Bei dem Ergebnis von 160 LE/ccm fiir Uranylacetatfiltrat und rund 


1000 IE/cem fiir den Niederschlag ergiibe dies: 


Angegebene Antitoxinmenge in 5 cem = 7.500 IE. 
Gefundene Antitoxinmenge in 27,5 ccm Filtrat = 4.400 IE, 
gefundene im Niederschlag rund 1000 IE. 


Das urspriingliche Serum enthielt 10,4 g% EiweiB (Refrakto- 
meter und Kjeldahl). In 5 cem Serum waren also 0,52 g Eiweif enthalten. 


Auf 0,52 g EiweiB kamen 7.500 IE 
Aufl g EiweiB kamen 14.400 IE 


Filtrat: 

Die GesamteiweiBbestimmung im Filtrat ergab nach Kjeldahl 
0,148 g EiweiB. 

Auf 0,148 g EiweiB kamen 4.400 IE 

Auf 1g EiweiB kamen 29.600 IE 


Daraus ist ersichtlich, daB an Antitoxin in nicht mit Uranylacetat 
fallbarer Form (= fragliches T-Globulin) 4.400 IE, also tiber die Halfte 
gefunden wurden. Wenn man die Verluste beim Dekantieren beriick- 
sichtigt, so diirfte wohl die Hauptmenge des nichtgefundenen Restes 
von 2.100 IE dem Niederschlag zuzurechnen sein, so daB also bei 
diesem Trennungsverfahren keine allzu groBen Verluste eingetreten 
sein kénnten. Im Niederschlag befand sich das ,,native Antitoxin” 
(= y-Antitoxin-Globulin), zusammen mit den tibrigen Eiwei8k6rpern 
(%-, B,-, Bp- und normales y-Globulin). 
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b) Diphtherie-Antitoxin-Fermo-Serum vom Pferd 


Ausgangsmaterial war Fermo-Serum der Behring-Werke (Nr. XF, 
5ecm = 20.000 AE, 4000-fach, staat]. gepriift im Paul-Ehrlich-Inst. 
Frankfurt/M., verwendbar vom 20. 4. 1954 bis 19. 4. 1957, Kontroll-Nr. 
6656). Die Aufarbeitung war wie iiblich. 5 cem dieses Serums wurden 
mit 15 cem aqua dest. und 10 ccm 1,55-proz., waBriger Uranylacetat- 
jésung versetzt (insgesamt also 30 ccm). Der Niederschlag wurde wieder 
dreimal mit je 5 ccm 1,55-proz., waBriger Uranylacetatlésung gut ver- 
rieben, zentrifugiert und dekantiert. Das Waschwasser war auch wieder, 
wenn auch etwas weniger, triib und konnte durch Zentrifugieren eben- 
falls nicht vollig geklirt werden. Der Niederschlag wurde dialysiert und 
die waBrige Losung auf 9 ccm gebracht. Das Filtrat kam ohne Dialyse 
zur Untersuchung. 

Fir die Diphtherieantitoxin-Bestimmung verwendeten wir das von 
Jensen® angegebene Verfahren am defilierten Kaninchen im Intra- 
cutantest. Wir fanden fiir das Filtrat 594 AE/ccm, was fiir 30 ccm 
17.820 AE ergabe. In der Niederschlagsl6sung wurden rund 800 AE/ccm 
gefunden, also fiir 9 cem 7.200 AE. Im ganzen fanden wir also fiir die 
5ecm Ausgangsserum 25.020 AE. 


Das urspriingliche Serum enthielt 18 g% EiweiB (Refrakto- 
meter und Kjeldahl). In 5 cem Serum waren also 0,9 g EiweiB enthalten. 


Auf 0,9 g EiweiB kamen 20.000 AE 
Aufl g  Eiweif kamen 22.000 AE 


Filtrat: 

Im Filtrat ergab die GesamteiweiSbestimmung nach Kjeldahl 
0,314 g EiweiB. 

Auf 0,314 g EiweiB kamen 17.820 AE 

Auf lg EiweiB kamen 56.700 AE 


Unter Beriicksichtigung der Tatsache, da 10% mehr Antitoxin 
enthalten sein miissen, als auf der Packung angegeben ist, d. h. also, 
dai das Ausgangsmaterial nicht 20.000 sondern 22.000 AE enthielt, 
hitten wir ungefaéhr 3000 AE mehr gefunden. Als Ursache _hierfir 
diirfte wohl die Tatsache anzunehmen sein, daB es sich bei diesen Be- 
stimmungen nicht um Titrationsverfahren wie bei der Chemie handelt 
und daB ein kleiner ,,mittlerer Beobachtungsfehler‘‘ im Tierversuch sich 
infolge des groBen Verdiinnungsfaktors im Endresultat sehr stark aus- 
driickt. Sicher ist, daB durch die Aufarbeitung ebenfalls kaum Verluste 
an Antitoxin eingetreten sind. Aus den vorliegenden Zahlen kann man 
wiederum bestimmt herauslesen, daB die ttbherwiegende Menge des Anti- 
toxins im Filtrat ist. Dieses stellt vermutlich wieder das T-Globulin 
dar, waihrend sich im Niederschlag das native antitoxische Globulin 
befindet (zusammen mit «,-, f,-,"8.- und dem normalen y-Globulin). 


3 Cl. Jensen, ,,Die intrakutane Kaninchenmethode“ zur Auswertung von 
Diphtherie-Toxin und -Antitoxin. Levin und Munksgaard, Kopenhagen 1933. 
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Aus den quantitativen Bestimmungen ergibt sich, daB aus den an. 
gegebenen Fermoseren in guter Ausbeute ein wahrscheinlich sehr ein. 
heitlicher antitoxischer EiweiBk6rper, frei von anderen Begleitproteinen, 
erhalten werden kann. Man ist damit in der Lage, durch einfache Stick- 
stoffbestimmung ziemlich genaue Konzentrationsverhiltnisse fiir diese 
Antitoxine anzugeben. Es kann auf diesem Wege auch die Darstellung 
eines Trocken-Antitoxinpraparates erfolgen. Wielange dabei die Wirk. 
samkeit erhalten bleibt, kénnen wir jetzt noch nicht angeben. Ergebnisse 
tiber die in dieser Richtung angesetzten Versuche kénnen _natiirlich 
erst nach laingerer Zeit gebracht werden. 


‘a Zusammenfassung 


Hoch konzentrierte Fermoseren von Tetanus- und Diphtherie-Anti- 
toxin vom Pferd wurden durch Fallung mit 1,55-proz. Uranylacetat- 
lésung in 2 Fraktionen zerlegt. Im Niederschlag befand sich das ,,native 
Antitoxin‘‘ zusammen mit den anderen Serumproteinen, im Filtrat ein 
wahrscheinlich sehr reines Antitoxinprotein (T-Globulin?) ohne die- 
selben. Die Menge des letzteren betrug jeweils gut iiber die Hilfte 
des im Ausgangsmaterial angegebenen Antitoxingehaltes. 


Summary 


Highly concentrated ,,Fermoseren“’ containing tetanus and diph- 
theria antitoxin from the horse was separated into two fractions by pre- 
cipitation with 1,55% uranyl acetate solution. The precipitate con- 
tained the ,,native antitoxin‘: together with the other serum proteins 
while the filtrate contained a probably very pure antitoxin (T-globulin ?) 
without these. The proportion of the latter was considerably more than 
half the antitoxin content quoted for the starting material. 











am 











































1955) Bd. 300 (1955) 
1 an. 
ein- 
inen, 
re Nachweis einer Serie von verschiedenen Harnindikanen und 
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lung Indikanoiden, ahnlichen Stoffwechselprodukten des Skatols 
Virk. und 2-Methyl-indols mit Hilfe der Fluorindalreaktion, einer 
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niss ; ‘ , . 
lik neuen papierchromatographischen Indikanreaktion"? 
If. Mitt. iiber Harninhaltsstoffe * 
Von 
- Peter Decker 
nt Aus dem Laboratorium (Leiter: Prof. Dr. Dr. K. Dirr) der IT. Medizinischen Klinik 
etat- der Universitat Miinchen (Direktor: Prof. Dr. Dr. G. Bodechtel) 
a (Der Schriftleitung zugegangen am 21. August 1954) 
ein 
die- Wie Gossner® gezeigt hat, ist die Indoxylschwefelsiure ein Chro- 
alfte mogen der in der Warme mit p-Dimethylaminobenzaldehyd und Siure 
(Ehrlichs Reagens = ER) im Harn auftretenden Rotfairbung. Wir 
konnten seitdem hinzufiigen, daB diese Rotfarbung wahrscheinlich nur 
meinem Teil auf Indikan zuriickgeht und eine Anzahl in saurer Losung 
ph rotviolett reagierender von uns im Harn nachgewiesener Indolderivate 
'p"-  wesentlich an der Reaktion beteiligt sind? 2. 
pre- Der aus Indoxylschwefelsaure mit ER entstehende, in saurer Lésung gelbrote 
con- Géssnersche Farbstoff wurde erstmals von Noelting aus Indoxyl] synthetisch er- 
teins halten¢ und spater von Hari® und Hari und Scheff® aus Harn isoliert aber nicht 
jin 2) erkannt. Er schlagt in ammoniakalischer Lésung nach Weinrot um (vgl. Abb. 4), 
than wobei aus dem Farbsalz I unter Farbvertiefung das Betain II, welches mit dem 
) . - 
A Pan FO? 
WAN’ \ C4 o 
H H 
I 


=) ® 
ZX __ 79 4\ANVCBd)s A A N(CH) 


WAn/\0YY NANNY 
H H H H 
II III 


* JT. Mitt.: Z. ges. inn. Med. Grenzgeb. 9, 966 [1954]. 
1 P. Decker, Vorgetragen a. d. Vers. d. physiol.-chem. Ges. in Homburg/Saar 
am 30. 9. 1953; Ber. ges. Physiol. u. exp. Pharmakol. 162, 376 [1954]. 

> P. Decker, I. Mitt. Z. ges. inn. Med. Grenzgebiete 9, 966 [1954]. 

3 W. Goéssner, diese Z. 282, 262 [1947]. 

4 E. Noelting, Chem. Zbl. 1908 I, 34 (zit. n. Beilsteins Hdb. IV. Aufl. Bd. 22, 
S. 526. 
5 P. Hari, Biochem. Z. 117, 41 [1926]. 
6 P, Hari u. G. Scheff, Biochem. Z. 168, 451, 453 [1926]. 
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Keton III mesomer ist, entstehen diirfte. Mit dieser Auffassung stimmt das 
Absorptionsspektrum des Farbstoffes in Lésungsmitteln verschiedener Polaritat 
iiberein. In unpolaren Lésungsmitteln wie Tetrachlorkohlenstoff liefert der Farb. 
stoff gelbe bis gelbrote Lésungen, wahrend er in polaren Lésungsmitteln wie 
Methanol oder Butanol weinrot ist. Wir fiihren diese Unterschiede auf das Uber. 
wiegen der mesomeren Ketonform in unpolaren und der Betainform in polaren 
Lésungsmitteln zuriick. 


Methodik und Ergebnisse 

Fluorindalreaktion 

Die Empfindlichkeit des papierchromatographischen Indikannach- 
weises mit ER wird um mindestens eine GréSenordnung erhéht, wenn 
man anschlieBend mit Ammoniak bespriiht und im UV-Licht betrachtet,. 
Es tritt eine auBerordentlich intensive und charakteristische orange. 
rote Fluorescenz auf dunkelblauem Grunde auf, welche die Er. 
kennung von weniger als 1 y Indikan gestattet. 

Die Fluorescenz tritt nur auf, wenn der Farbstoff am Papier ad- 
sorbiert ist. Gelést in Alkoholen oder nach dem Besprihen mit solchen 
_ist die Fluorescenz geléscht. Die Lésungen des Farbstoffes in unpolaren 
Lésungsmitteln fluorescieren zwar, doch ist der Farbton hierbei un. 
charakteristisch griinlich-blau. 


Wir schlagen fiir diese Fluorescenzreaktion des Indikans mit Dimethyl. 
aminobenzaldehyd die Abkiirzung Fluorindal-Reaktion vor, zumal sie sich, 
wie im folgenden gezeigt wird, iiber den Nachweis des Indikans hinaus zum Nach- 
weis einer ganzen Gruppe von Stoffwechselprodukten des Indols, Skatols und 
2-Methyl-indols eignet. 


Indikane 

Mit Hilfe dieser Reaktion konnten wir zunachst zeigen, daB es nicht 
nur die bisher beschriebenen Harnindikane, Indoxylschwefelsiure und 
Indoxylglucuronsaiure gibt, sondern mindestens vier durch ihre Ry- 
Werte voneinander unterscheidbare, fluorindalpositive Substanzen 
(Abb. 1). In gréBerer Menge treten diese vier Stoffe nach Verfiittern von 
2 g Indol im Hundeharn auf. Hier wie auch in menschlichen Harnen 
iiberwiegt jedoch die Menge der Indoxylschwefelsdure bei weitem die- 
jenige der Nebenindikane. Letztere sind auch in menschlichen Harnen 
meist nicht alle gleichzeitig nachweisbar. Zum papierchromatographi- 
schen Nachweis der Indikane und der unten beschriebenen Indikanoide 
reicherten wir dieselben nach einer friiher!’? angegebenen Vorschrift 
durch Adsorption an Kohle und Elution mit waBrigem, butanolhaltigem 
Ammoniak an (Lésungsmittel usw. s. Abb. 1). Die Indoxylschwefel- 
siure (Abb. 1 A) zeigte in allen Lésungsmitteln von den Indikanen die 
héchsten Ry-Werte, Ihre Identifizierung haben wir aus anderen 
Griinden besonders sorgfaltig durchgefiihrt’. 

Die drei nachgewiesenen Nebenindikane geben nicht nur die gleiche 
charakteristische Fluorindalreaktion sondern auch, soweit dies ange- 
sichts ihrer geringen Menge erkennbar ist, sowohl die nach Bespriihen 


7 Pp, Decker, III. Mitt., diese Z. 800, 252 [1955], nachstehend. 
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mit ER sich entwickelnde braune bis griinliche Farbung als auch den 
Farbumschlag nach Scharlachrot beim Bespriihen mit Ammoniak. Mit 
Obermeyers Reagens konnten wir ebenso beim Nebenindikan B (Abb. 1) 
einwandfrei die Indigobildung nachweisen. Fiir die beiden anderen 
Nebenindikane, die in sehr kleiner Menge vorkommen und im Papier- 
chromatogramm Platze einnehmen, die noch durch eine grobe Menge 
Ballastmaterial besetzt sind, lieB sich diese gegeniiber der Fluorindal- 
Reaktion viel weniger empfindliche Reaktion bisher nicht eindeutig 
sicherstellen. 
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Abb. 1. Positionen von vier Indikanen in zweidimensionalen Chromatogrammen, 

mittels der Fluorindalreaktion sichtbar gemacht. Lésungsmittel (Lm.) 1: 70% Iso- 

propylalkohol, 20% Eisessig, 10% Wasser. Lm. 2: 75% n-Butanol, 5% konz. Am- 

moniak, 20% Wasser (obere Phase). Lm. 3: 80% 96-proz. Athanol, 20% Wasser. 

Lm. 4: 70% «a-Picolin, 28% Wasser, 2% konz. Ammoniak (V/V). A: Indoxyl- 
schwefelsaure. 





Die Nebenindikane lassen sich auch durch Verdrangungschromato- 
graphie an einer Kohle-Kieselgur-Siule nach Tiselius* vom Haupt- 
indikan abtrennen. Als Verdringungsmittel diente das gleiche butanol- 
haltige Ammoniakgemisch, welches wir bei der Anreicherung an Kohle 
als Elutionsmittel benutzten. Die Nebenindikane erscheinen hierbei vor 
dem Hauptindikan im Auslauf. Dies entspricht der ,,umgekehrten Ad- 
sorptionscharakteristik‘“‘® der Kohle, an welcher die hydrophileren Sub- 
stanzen weniger festgehalten werden, wahrend sie bei der Papierchroma- 
tographie langsamer wandern. 


Die braunliche, manchmal ins griinliche gehende Farbung, die das Indikan 
nach Bespriihen mit dem ER entwickelt, ist neben der gelegentlich schon beim 
Liegen ohne Reagens auftretenden Bildung von Indigo auch darauf zuriickzufiihren, 
da8 neben dem auf dem Papier in saurer Lésung gelben und in alkalischer Lésung 
scharlachroten Géssnerschen Farbstoff einige Nebenprodukte entstehen, darunter 
eine griine und zwei braune Substanzen. Sie lieBen sich dadurch nachweisen, daB 
ein Fleck einer aus krist. Indikan bereiteten Lésung auf Papier aufgebracht, mit 
ER entwickelt und anschlieBend papierchromatographisch mit einem geeigneten 
Lésungsmittel eindimensional gefahren wurde. Hierbei zeigten sich neben der 
gelben Zone des Hauptfarbstoffes noch die Zonen der genannten Nebenprodukte. 

Ein entsprechendes Ergebnis liefert papierchromatographische Trennung der 
Chromogene in erster Dimension, Bespriihen der Position des Indikans mit ER 
und Trennung der Farbstoffe in zweiter Dimension. 


8 A, Tiselius, Advances Protein Chem. 3, 67 lagohe 
9 W. Paging 5 et Biochem. Z. 306, 321 [1940]; B . Steenberg, Naturwissen- 
schaften 29, 79 [1941]. 





9A Peter Decker, : Bd. 300 (1955) 


Die orangerote Fluorescenz und die rote Farbung nach Ammoniak. 
behandlung tritt bei den Nebenindikanen mit teilweise schwach vonein. 
ander abweichenden Nuancen auf. Insbesondere zeigt Nebenindikan ( 
(Abb. 1) eine mehr gelbrote Farbung und eine mehr ins Orangegelh ge. 
hende Fluorescenz. 


Indikanoide 


Eine weitere Gruppe von Substanzen mit ahnlicher Fluorindal- 
reaktion fanden wir unter den Stoffwechselprodukten des Skatols, 
iiber die zusammenfassend noch zu berichten ist. Diese Gruppe, welche 
mindestens aus 5 Stoffen mit verschiedenem Ry-Wert, jedoch gleicher 
Reaktionen besteht (Abb. 2), unterscheidet sich von den Indikanen 
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Abb. 2. Positionen von Skatol-Indikanoiden in zweidimensionalen Chromato. 
grammen. Lm. (Lésungsmittel) s. Abb. 1. *) Absorptionsspektrum s. Abb. 4. 
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Abb. 4. 


Abb. 4. Absorptionsspektrum von Indoxylschwefelsdure (A) und einem Skatol- 

Indikanoid (B) (s. Abb. 2) nach zweidimensionaler papierchromatographischer Tren- 

nung und Bespriihen mit Ehrlichs Aldehydreagens (A, B) und anschlieBend mit 

Ammoniak (A’, B’). Durch das mit Glycerin transparent gemachte Papier auf- 
genommen (ZeiB-Spektrophotometer). 
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dadurch, daB sie mit ER und Ammoniak zwar auch die scharlachrote 
Farbung und orangerote Fluorindalreaktion geben, nach Verdunsten des 
Ammoniaks oder Ansauern aber nicht die braunliche Farbung der In- 
dikane, sondern eine rein blaue Farbe zeigen. Die gleiche Farbe er- 
scheint auch allmahlich nach Behandlung mit ER allein (Abb. 4). Es 
handelt sich hier also um vom Noelting-Géssner schen Farbstoff zweifel- 
los verschiedene, jenem aber in bezug auf Farbumschlag und Fluores- 
cenzverhalten verwandte Reaktionsprodukte. 

Auch unter den Stoffwechselprodukten, die nach Eingabe von 
2-Methyl-indol im Hundeharn erscheinen, fanden wir eine fluorin- 
dalpositive Substanz (Abb. 3, A). Sie ist eines von etwa vier bisher nach- 
gewiesenen Stoffwechselprodukten. Eines davon ist anscheinend in 
saurer Lésung nicht bestandig und wird in der zweiten, von uns mit eis- 
essighaltigem Isopropylalkohol gefahrenen Dimension zu mehreren 
durch Schwanze miteinander verbundenen Flecken auseinandergezogen, 
die ohne Farbreagens unter der UV-Lampe intensiv gelbgriin fluores- 
cieren, jedoch keine der bisher versuchten Farbreaktionen gaben (Abb. 3, 
B). Zwei weitere Stoffwechselprodukte geben mit ER violette Reaktion 
(Abb. 3, C u. D). Sie sind mit keinem der bisher von uns im menschlichen 
Harn nachgewiesenen Indolderivate!:? identisch, die ja simtlich diese 
Reaktion geben. Das 2-Methyl-indol-Indikanoid schlieBlich (Abb. 3, A) 
gibt eine den Indikanen und Skatolindikanoiden analoge ER- resp. 
Fluorindalreaktion, die sich jedoch an Hand der auftretenden Farb- 
ténungen deutlich von beiden Gruppen abgrenzen la8t: Beim Auf- 
spriihen der sauren ER-Lésung firbt es sich sofort scharlachrot, 
mit Ammoniak schligt die Farbe nach Gelbbraun um und es tritt 
eine gelbe Fluorescenz auf. Die Substanz zeigt in allen bisher unter- 
suchten Lésungsmitteln fast dieselben Ry-Werte wie das Indikan. 


Diskussion der Ergebnisse 


Die im normalen menschlichen Harn und im Hundeharn nach Indol- 
zufuhr nachgewiesenen fluorindalpositiven Substanzen glauben wir als 
Indikane ansprechen zu diirfen, da sie, soweit dies infolge ihrer z. TI. 
geringen Menge erkennbar ist, mit ER eine analoge braune Reaktion und 
mit Obermeyers Reagens Indigo geben. Fiir die beschriebenen Stoff- 
wechselprodukte des Skatols und des 2-Methyl-indols dagegen schlagen 
wir wegen der analogen und ahnlichen, jedoch in den Einzelheiten ein- 
deutig abweichenden ER- und Fluorindalreaktion sowie wegen der ab- 
weichenden Abstammung dieser Stoffe die hier benutzte Bezeichnung 
Indikanoide vor. 

Es erhebt sich die Frage, welches gemeinsame Konstitutionsmerk- 
mal der Indikane und Indikanoide verantwortlich ist fiir die Bildung 
gefarbter Kondensationsprodukte mit ER, welche einen charakteristi- 
schen Farbumschlag zwischen saurer und alkalischer Reaktion zeigen 
und auf dem Papier in alkalischer Lésung intensiv gelb oder orangerot 
fluorescieren. 
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Beziiglich der eigentlichen Indikane liegt natiirlich der SchluB nahe, 
daB es sich um Ester des Indoxyls mit verschiedenen physiologischen 
Kupplungskomponenten handelt. Schwieriger ist jedoch die Vorstellung 
einer analogen Konstitution bei den Indikanoiden. Ist doch hier zunachst 
entweder die 2- oder die 3-Stellung des Indolgeriistes besetzt. Ein Abbau 
der Methylgruppe des Skatols zur Oxygruppe miiBte zu den eigentlichen 
Indikanen fiihren. Das ist aber sicher nicht in merklichem MaBe der Fall, 
denn nach Skatolfiitterung finden wir keine deutliche Vermehrung des 
Indikans?. Auch Derivate eines isomeren ?-Oxy-3-methyl-indols im 
Falle der Skatolindikanoide und eines 3-Oxy-2-methyl-indols im Falle 
des 2-Methylindol-Indikanoids als wesentliche Bestandteile der nach. 
gewiesenen Chromogene scheinen auszuscheiden, da hierbei der Substi- 
tuent der Ausbildung eines Formel I—III entsprechenden chromo. 
phoren Bindungssystemes im Wege steht. 

Nachdem nicht nur im Harn, sondern praktisch in jedem bisher 
untersuchten’ biologischen Substrat papierchromatographisch eine un. 
erwartet groBe Zahl unbekannter oder noch nicht identifizierter Stoffe 

-nachweisbar geworden ist, erscheint eine systematische Neusichtung der 
biologischen Inhaltsstoffe zur Erweiterung der Basis der funktionellen 
Biochemie angebracht*. 


Die Arbeit wurde von der Deutschen Fors chungsgemeinschaft durch 
Gewahrung eines Forschungsstipendiums und von Sachbeihilfen unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


1. Harnindikane und einige ahnliche Substanzen lassen sich auf 
Papierchromatogrammen nachweisen durch Bespriihen mit Ehrlichs 
Aldehydreagens (A) und Ammoniak (B), worauf im UV eine sehr inten- 
sive orangerote bzw. gelbe Fluorescenz (C) auftritt. Fiir C wird die Be- 
zeichnung ,,Fluorindalreaktion*™ vorgeschlagen. 

2. Durch die Fluorindalreaktion lassen sich in normalen bzw. patho- 
logischen menschlichen Harnen sowie im Hundeharn nach Indolfiitte- 
rung bisher vier Substanzen nachweisen, die als Indikane (Kupplungs- 
produkte des Indoxyls) angesprochen werden. Nach (A) farben sich diese 
braun, nach (B) scharlachrot, nach (C) orangerot. 

3. Nach Skatolfiitterung tritt im Hundeharn neben anderen Pro- 
dukten eine Gruppe von Substanzen auf, die nach (A) blau, nach (B) 
scharlachrot, nach (C) orangerot werden (,,Skatolindikanoide‘,). 


* Anm. b.d. Korr.: Da8 dies auch fiir seit langem im Zentrum der bio- 
chemischen Forschung stehende Stoffgruppen zutrifft, zeigen z. B. die papier- 
chromatographischen Befunde von Gerlach u. Weber (Naunyn-Schmiedebergs 
Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 224, 496 {1955 , wonach die noch unbekannten 
Phosphonucleotide im Nierengewebe sowohl beziiglich der Menge als auch beziig- 
lich der Zahl der chemischen Individuen gegeniiber den bekannten Nucleotiden 
wie ATP usw. tiberwiegen. 
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4. Nach Verfiitterung von 2-Methyl-indol tritt eine Substanz auf, 
die nach (A) rot, nach (B) gelbbraun, nach (C) gelb wird (,,2-Methyl- 
indol-Indikanoid‘*). 

5. Die mégliche Konstitution der Indikane und Indikanoide wird 
diskutiert. 


Summary 


1. Urine indicans and some similar substances can be detected on 
paper chromatograms by spraying with Ehrlich’s aldehyde reagent (A) 
and ammonia (B) after which a very intense orange-red or yellow fluo- 
rescence (C) appears in UV-light. The designation ,,fluorindal reaction“ 
is proposed for C. 

2. By means of the fluorindal reaction four substances, which are 
termed indicans (coupling products of indoxyl), have been detected in 
normal and pathological human urine and also in urine from dogs after 
feeding with indole. These compounds become brown after (A), scarlet- 
red after (B) showing orange- -red (C). 

3. When skatole is fed to dogs a group of substances which become 
blue after (A), scarlet-red after (B) and showing orange-red (C) are found 
in the urine together with other products. They are termed skatole 
indicanoids. 

4. After feeding with 2-methylindole a substance appears which 
becomes red after (A), yellow-brown after (B) and shows yellow (C). It 
is termed a 2-methylindole indicanoid. 

5. The possible constitution of the indicans and the indicanoids is 
discussed. 
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Identifizierung von Indoxylschwefelsaure als Chromogen 
der in der Kalte eintretenden Millon-Reaktion’? im Harn 
Ill. Mitt. iiber Harninhaltsstoffe * 

Von 
Peter Decker und Isamu Sano ** 


Aus dem Laboratorium (Leiter: Prof. Dr. Dr. K. Dirr) der II. Medizinischen Klinik 
der Universitat Miinchen (Direktor: Prof. Dr. Dr. G. Bodechtel) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. August 1954) 


Der eine von uns (S8.) hat an einer gréBeren Untersuchungsreihe 
gezeigt', daB manche normalen und in héherem MaBe viele patholo. 
gischen Harne schon in der Kialte die Millon-Reaktion geben. Dabei 
hatte sich ein gehaufter positiver Ausfall der Reaktion bei einer Anzahl 

‘von Diagnosen der inneren Klinik und weiter auch bei Schizophrenie 
und ahnlichen psychiatrischen Befunden ergeben. 

Uber gehauftes Vorkommen der gewéhnlichen Millon-Reaktion bei 
solchen Befunden wurde von verschiedenen ‘Autoren berichtet, jedoch 
blieb dies nicht unwidersprochen?. 

Der positive Ausfall der Millon-Reaktion wurde bisher allgemein 
auf das Vorliegen von Phenolderivaten zuriickgefiihrt. So wird z. B. die 
positive Reaktion eiweiBhaltiger Losungen dem Tyrosin zugeschrieben®. 
Tyrosin und andere Phenolderivate reagieren jedoch erst beim Er- 
warmen mit Millons Reagens. Man muBte daher vermuten, daB die 
,kalte Millon-Reaktion‘‘ im Gegensatz zur normalen nicht durch eines 
der bekannten Phenolderivate des Harnes, sondern durch eine Substanz 
anderer Konstitution verursacht wird, zumal noch andere Unterschiede 
gegenitiber der Millon-Reaktion der Phenolderivate beobachtet wurden!: 


1. Sofortiges Auftreten der Farbung in der Kalte, auch unter Eiskiihlung, 
und gleichzeitiges fast vollstandiges Ausfallen des Farbstoffes. 

2. Farbumschlag nach Gelb in stark saurem Medium und Riickkehr der 
Rotfarbung beim Neutralisieren. 


* T. Mitt.: Z. ges. inn. Med. Grenzgebiete 9, 966 [1954]; II. Mitt.: diese Z, 
300, 245 [1955], vorstehend. 

** Anschrift: I. S., Nervenklinik d. Univ. Osaka, Japan (Direktor: Prof. Dr. 
T. Horimi). 

1]7.Sano, Jap. med. J. 1952, 3245 (Nr. 1483); I.Sano, T. Okamoto, 
Y. Kudo, T. Miyanoki u. H. Nakajima, Psychiatria et Neurologia Jap. 54, 338 
[1952]. 

2 E.Scheiner, Biochem. Z. 204, 361 [1929]; S. Gulotta, ebenda 218, 472 
[1930]; E. Klemperer, Jb. Psychiatrie 47, 1 [1930]; H. Lieb u. E. Schaden- 
dorf, diese Z. 184, 108 [1929]. 

3 Ww. Vaubels, Angew. Chem. 13, 1125 [1900]; O. Dimroth, Ber. dtsch. 
chem. Ges. 35, 2856 [1942]. 
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3. Unterschied im Farbton (reine Rosafairbung gegen den weiBen Hinter- 
grund des Quecksilberniederschlages). 

4, Verhalten des Farbstoffes gegeniiber Losungsmitteln (mit Butanol 
aus saurer Loésung mit gelber Farbe ausschiittelbar). 

5. Verhalten des Chromogens gegeniiber Fallungsmitteln. 


Statistische Untersuchung der Korrelation des positiven Ausfalles 
der kalten Millon-Reaktion und einiger anderer, gleichzeitig durchge- 
fihrter Reaktionen! ergaben eine positive Korrelation zur sog. Mitsuba- 
Reaktion* (Rotfarbung beim Kochen mit Oxalséure und Ausschiitteln 
mit Butanol) und zur Davis-Reaktion® (Rotfirbung beim Kochen mit 
Salzsiure und Ausschiitteln mit Ather). Es wurden Korrelationskoeffi- 
zienten von 0,55 bzw. 0,63 gefunden. Dagegen wurde zum Vorkommen 
von Eiwei8, Zucker, Urobilin und Indikan (Jaffésche Indikanprobe‘®) 
keine bemerkenswerte Korrelation festgestellt. 

Uber die Einheitlichkeit und die Natur des Chromogens der Mitsuba-Reaktion 
ist nichts eindeutiges bekannt. Uber die diagnostische Bedeutung der Davis-Reak- 
tion existiert eine umfangreiche Literatur, ihre Chromogene sind aber ebenfalls 
bisher nicht identifiziert. Die bekannte Bildung roter Farbstoffe aus Indolderivaten 
beim Erwarmen mit Sauren lieB jedoch vermuten, daB fiir diese beiden Reaktionen 
und die kalte Millon-Reaktion ein Indolderivat verantwortlich sein kénnte. Das 
naheliegende Indikan schien jedoch wegen der fehlenden Korrelation zur Jafféschen 
Indikanprobe ausscheiden zu miissen. Es wurde dann festgestellt, daB 8-Oxy- 
chinolin und Xanthurensaure in recht ahnlicher Weise wie die gesuchte Substanz 
die kalte Millon-Reaktion geben. SchlieBlich wurde beobachtet, daB auf Papier- 
chromatogrammen an der gleichen Stelle, an welcher die kalte Millon-Reaktion auf 
dem Papier sichtbar gemacht werden konnte, mit Ninhydrin — allerdings erst 
nach Erwarmen auf 120° — ebenfalls eine Farbreaktion auftrat. Aus diesen drei 
Anhaltspunkten wurde gefolgert, daB die Substanz ein mit einer Aminosaure ge- 
kuppeltes Indolderivat sein kénne, welches, benachbart zum Indolstickstoff am 
aromatischen Ring ahnlich wie beim 8-Oxy-chinolin, eine Oxy-Gruppe enthalt. Als 
Arbeitshypothese wurde fiir die Substanz die Konstitution einer Indolacetursaure 
(N-[8-Indolyl-acetyl]-glycin), die in 7-Stellung eine Oxy-Gruppe tragt, vorge- 
schlagen?, 

Nachdem der eine von uns (D.) im hiesigen Laboratorium im Rah- 
men von Untersuchungen tiber Harninhaltstoffe” *"! und iiber papier- 
chromatographische Analyse von Farbreaktionen in biologischem Ma- 
terial’? bereits eine Reihe von Indolderivaten im Harn nachgewiesen 
hatte und angereicherte Fraktionen aus etwa 2001 Harn zur Verfiigung 
standen, haben wir gemeinsam versucht, die Konstitution des Chro- 
mogens der ,,kalten Millon-Reaktion“ aufzuklaren. 

Papierchromatographische Vorversuche wurden mit Harnkonzen- 
traten durchgefiihrt, in welchen die aromatischen und heterocyclischen 
Harnbestandteile durch Adsorption an Kohle und Elution mit butanol- 
haltigem waBrigem Ammoniak angereichert waren. Es zeigte sich, daB 





4 K. Mitsuba, Jap. Z. Chirurgie 48, 759 [1942]. 
5 W.E. Jolkweru. W.J.Matschan, Arch. klin. Chirurgie 146, 593 [1927]. 
6 M. Jaffé, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 88, 361 [1901]. 
7 P. Decker, I. Mitt. Z. ges. inn. Med. Grenzgebiete 9, 966 [1954]. 

8 P. Decker, II. Mitt. diese Z. 300, 245 [1955], vorstehend. 
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die ,,kalte Millon-Reaktion‘‘ (KMR) sowohl in eindimensionalen als auch 
in zweidimensionalen Chromatogrammen in allen untersuchten Lésungs. 
mittelsystemen an der gleichen Stelle des Papieres auftrat, an welche 
auch das Indikan wanderte. Letzteres konnte durch Bildung von Indigo 
mit Obermeyers Reagens und durch die in der II. Mitt. beschriebene 
Fluorindalreaktion eindeutig identifiziert werden. Fiir einen ganz 
sicheren AusschluB einer zufalligen Ahnlichkeit der Ry-Werte im ein. 
dimensionalen Chromatogramm enthielten unsere Konzentrate noch 
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Abb. 1. Schematische Darstellung papierchromatographischer : Identitatsproben. 
A—B: Startlinie, Position der Ausgangslésungen. C—D: Position der zu priifenden 
Substanzen nach dem Fahren. 1,1’, 2,2’: Priifung gereinigter Fraktionen auf 
Identitaét eines Bestandteiles. 1,1': Wahrscheinlich identisch. 2,2‘: Identitat aus. 
geschlossen. 3,3’, 4,4’: Vorgang in Gegenwart von viel Verunreinigungen. 3,4: rohe 
Fraktionen. 3’, 4': gereinigte Fraktionen. 3,3’: Identitaét wahrscheinlich. 4,4’: 
Identitaét ausgeschlossen. 5,6: Priifung, ob die Chromogene zweier Farbreaktionen 
identisch sind®. 5: Ein einziges Chromogen der Reaktionen a u. b wahrscheinlich. 
6: Verschiedene Chromogene sichergestellt (die Chromatogramme werden langs der 
Linien E zerschnitten und mit den Reaktionen a bzw. b sichtbar gemacht). 






































zu viele Fremdstoffe. Andererseits lat sich die Identitaét der Lage 
eines Fleckes in zweidimensionalen Chromatogrammen nicht mit aus- 
reichender Sicherheit vergleichen. Wir versuchten daher, ob nicht doch 
eine Differenzierung durch Hintereinanderschalten mehrerer fraktio- 
nierender Verfahren zu erreichen ist, indem wir nach Voranreicherung 
der Kohlekonzentrate durch Gegenstromverteilung (bei der ebenfalls 
keine Trennung von KMR und Fluorindalreaktion auftrat) an einer 
Cellulosesiule fraktionierten. Haupt- und Randfraktionen des mit einem 
Volumenschneider abgenommenen Saulenauslaufes wurden durch ein- 
und zweidimensionale Parallel- und Misch-Papierchromatogramme auf 


Identitat des KMR-Chromogens mit Indikan untersucht. Auch hier > 


konnten weder in bezug auf die Intensitét der Farbung nach KMR 
bzw. Fluorindalreaktion noch in bezug auf die Ry-Werte in verschiedenen 
Lésungsmitteln Differenzen festgestellt werden, obschon wir das sehr 
empfindliche Kriterium von Hellmann® benutzten (Abb. 1). Rr- 


* H. Hellmann, diese Z. 287, 520 [1951]. 
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Wert-Differenzen von der GréBenordnung von 0,01 Ry hatten nach 
diesem Verfahren zum Vorschein kommen miissen. 

SchlieBlich wurde die Identitaét des Chromogens der KMR mit 
Indoxylschwefelséure und gleichzeitig die Identitaét der letzteren mit 
dem Harnindikan unserer Konzentrate durch papierchromatographi- 
schen Vergleich von aus normalem Harn hergestelltem Indikan, nach 
der Vorschrift von Thesen’ synthetisierter Indoxylschwefelséiure und 
der rohen Harnkonzentrate sichergestellt. Der mit allen Kautelen (Abb. 1) 
durchgefiihrte Vergleich der Substanzen ergab eindeutig ihre Identitat. 
Sie stimmten sowohl in bezug auf Ry-Werte als auch beziiglich Intensitat 
und Farbton der KMR, der Obermeyerschen und der Fluorindalreaktion 
vollstandig tiberein. Damit ist gesichert, daB das Chromogen der KMR 
im Harn Indoxylschwefelsaure ist. 

AuBerdem k6nnen wir an Hand der zweidimensionalen Papier- 
chromatogramme der Rohkonzentrate aussagen, daB die Indoxyl- 
schwefelsiiure der einzige Trager der KMR ist. Weitere braune Flecke 
erscheinen nach dem Bespriihen mit Millons Reagens erst beim Er- 
warmen. 


Deren Chromogene diirften phenolische Substanzen sein. Die sehr viel empfind- 
lichere Fluorindalreaktion der zweidimensionalen Chromatogramme zeigt ferner, 
daB die Indoxylschwefelsiure der Menge nach gegeniiber anderen Indikanen®" 
weitaus tiberwiegt. Insbesondere scheint die Indoxylglucuronsaure, welche als 
weiterer Trager der Indikanreaktion bekannt ist, im Normalharn nur in sehr unter- 
geordneter Menge vorzukommen. Sie ist aber nicht das einzige Nebenindikan. Denn, 
wie in der vorstehenden Mitteilung berichtet wurde, erhalt man nach Fiitterung mit 
Indol auBer der Indoxylschwefelsaure nicht einen, sondern drei weitere Flecken, die 
bei der Fluorindalreaktion die charakteristische orangerote Fluorescenz liefern und 
die auch in menschlichen Harnen vorkommen ®:1!, 

Wahrend die Indoxylschwefelsiure in Form ihres Kaliumsalzes und in Ab- 
wesenheit der tibrigen Harninhaltstoffe recht bestandig ist, treten wahrend der 
Aufarbeitung leicht Verluste durch Bildung von Indirubin auf und wir konnten 
wahrend unserer Aufarbeitung auch das Neuauftreten dieser Substanz verfolgen 
und sie als Nebenprodukt in kleiner Menge isolieren. AuBerdem fanden wir bei der 
chromatographischen Reinigung des Indirubins an Aluminiumoxyd einen weiteren 
krist. Farbstoff mit einem ahnlichen, aber deutlich abweichendenAbsorptions- 
spektrum und abweichendem chromatographischem Verhalten (Abb. 2). 

Zu den Widerspriichen, die sich aus dem Ergebnis der vorliegenden Unter- 
suchung und einigen der friiher erhobenen Befunde’ ergeben, ist folgendes zu be- 
merken: 

1. Die Ubereinstimmung des Indikans mit 8-Oxy-chinolin und Xanthuren- 
siure hinsichtlich der Bildung roter Hg-Komplexe mit Millons Reagens in der 
Kalte beruht also nicht auf analoger Konstitution. 

2. Indoxylschwefelsaure gibt, allerdings in Gegenwart von Sauren, mit Nin- 
hydrin eine rote Farbung!?. Zusammen mit der Bildung von Indigo und Indirubin 
beim Erwarmen auf dem Papier erklart dies die friiher festgestellte! ,,positive 
Ninhydrinreaktion‘‘, die demnach nicht auf eine Aminogruppe zuriickzufiihren ist. 

3. Die mangelnde Korrelation der KMR zur Jaffé-Reaktion scheint auf einer 
Unvollkommenheit der letzteren zu beruhen. Als Oxydationsmittel dient hierbei 


10 J. E. Thesen, diese Z. 28, 23 [1897]. 

1 P. Decker, vorgetragen a. d. Vers. d. Physiol.-chem. Ges. in Homburg/ 
Saar am 30. 9. 53. Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 162, 376 [1954]. 

2 T. Kumon, diese Z. 281, 205 [1935]. 
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bekanntlich Chlorkalk, und ein UberschuB desselben kann den gebildeten Indigo 
weiter zu Isatin oxydieren, wahrend andererseits bei Vorliegen gréBerer Mengen 
reduzierbarer Stoffe im Harn die Oxydation des Indikans unvollstandig bleiben 
kann. Die heute haufiger benutzte Reaktion nach Obermeyer (Oxydation mit 
Eisenchlorid und Ausschiitteln mit Chloroform) und Jolles™ (dto. unter Zusatz 
von Thymol) weisen diesen Nachteil nicht auf. Immerhin beobachtet man, daB auch 
diese nicht einheitlich zu verlaufen scheinen, da der Farbstoff der Chloroformlésung 
von Fall zu Fall von rein Blau bis Rotviolett schwankt. 

4. Mit der friiher nachgewiesenen Korrelation des positiven Ausfalles der 
Davis-, Mitsuba- und der KMR steht die Identifizierung des Tragers der letzteren 
mit Indikan nicht in Widerspruch. Sowoh! beim Kochen mit Salzsaure als auch mit 





aie 
e 





E 8 
z. N / 
5) 
AS) 

















” , 400 ; 500 600 
— 


Abb. 2. Absorptionsspektrum des Indirubins (A) und eines neuen roten Farbstoffes 
aus Harn (B) (in Chloroformlésung). (ZeiB Spektrophotometer.) 





Oxalsaure kann sich aus letzterem Indigo und Indirubin bilden und eine Rotfar- 
bung des organischen Lésungsmittels verursachen. Daneben diirften auch andere 
Chromogene insbesondere Indolderivate in Frage kommen, von denen wir eine 
ganze Reihe mit Hilfe der Ehrlich-Reaktion papierchromatographisch im mensch- 
lichem Harn nachgewiesen haben’. 


Beschreibung der Versuche 
I. Ausfiihrung der ,,Kalten Millon-Reaktion‘ 


5ccm Harn werden tropfenweise mit Millons Reagens™ versetzt, bis der weiBe 
Niederschlag sich nicht mehr vermehrt (0,5 bis 1,5 ccm). Die bei positiver Reaktion 
auftretende Rosafarbung verschwindet haufig bei weiterer Zugabe des Reagens. 
Sie kann durch anschlieBendes vorsichtiges Zutropfen von 2-n. KOH wieder hervor- 
gerufen werden. Uberschiissige Kalilauge ruft stérende Gelbfarbung durch Hg0 
hervor. Diese kann durch erneuten tropfenweisen Zusatz von Millons Reagens zum 
Verschwinden gebracht werden. 


13 F. Obermeyer, Wiener klin. Wschr. 3, 176 [1890]. 

M4 A, Jolles, diese Z. 87, 312 [1913]; 94, 83 [1915]. 

1 Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. d. Physiol. u. pathol.-chem. 
Anal. 9, Aufl., S. 145. 
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[I. Papierchromatographische Methodik 


1. Harnkonzentrate’?" wurden nach der Vorschrift der I. Mitt. durch 
Adsorption der aromatischen und heterocyclischen Inhaltstoffe aus 15 ccm essig- 
saurem Harn an 0,2 g Kohle, Elution mit butanolhaltigem waBr. heiBem Ammo- 
niak!® und Einengen auf etwa 0,2 ccm hergestellt. 


2. Papierchromatographie 


a) Lésungsmittel Ry-Wert der Indoxylschwefelsaure 

a) n-Butanol, gesatt. mit !/, Vol. 0,28 

2-n. Ammoniak 
* _b) 70% (V/V) Isopropylalkohol, 0,30* 

20% Eisessig u. 10% Wasser!” 

c) 80% (V/V) 96-proz. Athanol, 0,62 
20% Wasser 

d) obere Phase von 60% n-Bu- 0,43 


tanol (V/V), 10% Eisessig und 
30% Wasser 


* 2. Dimension nach a. 


b) Fluorindalreaktion: Bespriihen mit 1% Dimethylaminobenzaldehyd 
in etwa 10-proz. Salzsiure und nach etwa !/, Stde. mit konz. Ammoniak. Indikan 
gibt zunachst braune Farbung, die mit Ammoniak leuchtend karminrot wird. Im 
UV erscheint eine sehr intensive orangerote Fluorescenz auf tiefblauem Grunde. 

c) Kalte Millon-Reaktion (KMR): Bespriihen mit Millons-Reagens (s. 0.) 
und nach 10 Min. mit konz. Ammoniak-Wasser 1: 1. Indikan gibt einen braun- 
roten Fleck. Diese Reaktion ist weniger empfindlich als die erste. 

d) Identifizierung durch Rr-Wert-Vergleich (Abb. 1): Zum Vergleich 
gereinigter Fraktionen verschiedener Herkunft wurden Flecken derselben abwech- 
selnd nebeneinander auf die Startlinie eines eindimensionalen Chromatogrammes 
aufgetragen. Sehr geringe systematische Abweichungen der Rr-Werte lassen sich 
so neben den durch UnregelmaBigkeiten des Papieres verursachten Streuungen 
sicher erkennen. 

Zum Vergleich von rohen und gereinigten Fraktionen wurde die rohe Frak- 
tion ahnlich dem Vorgang von Kirby-Berry und Cain!® als Streifen auf die 
Startlinie eines eindimensionalen Chromatogrammes aufgetragen und die gereinigte 
Fraktion in Form einiger Flecken auf diesen Streifen aufgebracht. Auf diese Weise 
ist die Substanz in beiden Fraktionen gleichermaBen dem EinfluB der Ballaststoffe 
der Rohfraktion ausgesetzt, die, wie bekannt u. U. die Ry-Werte beeinflussen 
kénnen. 

Zweidimensional laBt sich die Verschiedenheit von zwei Substanzen durch das 
Auftreten von zwei Flecken im Mischchromatogramm eindeutig beweisen. Tritt 
nur ein Fleck auf, so 1aBt sich die Identitat der Substanzen durch Wiederholung 
des Versuches in anderen Lésungsmittelpaaren weitgehend sichern. 


DaB zwei Farbreaktionen — hier die KMR und die Fluorindalreaktion — von 
ein und derselben Substanz stammen, wird entsprechend dem Vorgang von Hell- 
mann® dadurch gepriift, da8 man auf die Startlinie eindimensionaler Chromato- 
gramme aufgebrachte Streifen der Substanz mit verschiedenen Loésungsmitteln 
fahrt, die erhaltenen Chromatogramme in zwei Halften zerschneidet und die 


16 Dieses Gemisch hat sich zur Elution aus Kohle an Stelle von Phenol 
(A. Tiselius, Advances Protein Chem. 8, 67 [1947]) bewahrt. Es ist leichter durch 
Eindampfen zu entfernen als letzteres. 

17 PP, Decker, W. Riffart u. G. Oberneder, Naturwissenschaften 38, 288 
[1951]. 

18 H. Kirby-Berry u. L. Cain, Arch. Biochemistry 24, 17 [1949]. 
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beiden Halften mit den beiden Farbreaktionen entwickelt. Ein nicht Aneinander. 
passen der so verschieden gefarbten Zonen zusammengehoriger Halften der zer. 
schnittenen Chromatogramme widerlegt eindeutig die Vermutung der Identitat, 
ein Zusammenpassen in einer Reihe verschiedener Lésungsmittel kann eine solche 
weitgehend sicherstellen. 

e) Untersuchung der auf dem Papier gebildeten Farbstoffe 7"; Die 
zu priifenden Chromogene werden auf der Startlinie eines eindimensionalen Chro. 
matogrammes aufgetragen, unter Abdeckung des iibrigen Papieres mit dem Farb. 
reagens bespriiht und nach beendeter Farbentwicklung gefahren. Der Farbstoff 
aus Indikan und Dimethylaminobenzaldehyd liefert im oben beschriebenen Iso. 
propylalkohol-Eisessig-Gemisch den Rr-Wert 0,40, in 20-proz. Essigsaiure Rr 0,45, 


III. Isolierung von indoxylschwefelsaurem Kalium aus Normalharn 


Als Ausgangsmaterial dienten Fraktionen aus etwa 501 Harn, welche im 
Rahmen anderer Untersuchungen iiber Harninhaltstoffe angefallen waren. Der 
Harn war entsprechend der unter I, 1. angegebenen Vorschrift mit Kohle adsor. 
biert und das Eluat im Vak. zum Sirup eingedampft worden. Nach Abscheidung von 
Harnsiure und schleimartigen Stoffen durch Aufnehmen in 60-proz. Alkohol wurde 
iiber 6 Scheidetrichter im Gegenstrom zwischen Butanol und Wasser verteilt. Die 
waBr. Phase im 5. und 6. und die butanolische Phase im 1. und 2. Scheidetrichter 
waren zu anderen Zwecken verarbeitet worden, wahrend die iibrigen Fraktionen, 
welche die Hauptmenge des Indikans enthielten und bereits von einem betriacht- 
lichen Teil der Feststoffe des Kohleeluats befreit waren, zur Darstellung des Indi. 
kans dienten. 


In den eingeengten Mittelfraktionen (90 g Trockensubstanz) wurde das In. 
dikan durch einige weitere Gegenstromverteilungen in Scheidetrichtern noch weiter 
angereichert. Und zwar wurde noch verteilt: 


1. Zwischen essigsaurem Butanol und Wasser (Phasenverhiltnis 1 : 1, 13 Ein. 
heiten), Einengen des Inhaltes der 7 mittleren Einheiten (Abscheidung 
von Hippursaure), Abscheidung weiterer kristalliner Substanzen durch 
Fallen der konzentrierten waBr. Lésung mit Aceton. 


2. Zwischen 20-proz. waBr. Methanol und Essigester (Phasenverhiltnis | : 3, 
9 Einheiten). Einheit 1—3 und 8—9 werden verworfen. 


3. Fortsetzung der Verteilung der Einheiten 4—7 mit wassergesattigtem Amyl- 
alkohol und Wasser. Dabei wurden zunachst die 4 Essigesterphasen ein- 
seitig entnommen und anschlieBend die Verteilung ohne Entnahme bis auf 
14 Einheiten fortgesetzt. 


Die zusammengefaBten indikanhaltigen Fraktionen der letzten Verteilung 
enthielten den gré8ten Teil des Indikans in nur noch 4 g Trockensubstanz. 

Die Verteilung wurde durch eine rohe kolorimetrische Bestimmung des In- 
dikans (Versetzen mit Dimethylaminobenzaldehyd-Reagens, Erwarmen, Versetzen 
mit Ammoniak und Ausschiitteln mit Butanol) verfolgt. Wegen des schnellen Aus- 
bleichens der Farbung in Butanol und der Stérung durch interferierende braune 
Farbstoffe, die beim Behandeln mit Saure entstehen, war die Beriicksichtigung 
eines erheblichen Leerwertes in den hydrophilen Fraktionen erforderlich. 

Reinigung durch Ionenaustauscher: Adsorption aus neutraler Lésung 
(200 ccm) an 8 ccm Amberlit IR-4B (0,1—0,2 mm KorngréBe, Chloridform). Die 
Saule war damit voll beladen. Etwa 7% des aufgegebenen Indikans liefen durch, 
zusammen mit 2 g Trockensubstanz. Nachwaschen mit 360 ccm n/2-Kaliumsulfat, 
Elution mit 240 cem n/4-Kalilauge, Neutralisieren mit verd. Schwefelsaure, Ent- 
fernung des Kaliumsulfates durch wiederholtes Einengen und Aufnehmen in Atha- 
nol und Methanol,' Kristallisation aus Methanol-Ather. Es wurden insges. 220 mg 
indoxyl-schwefelsaures Kalium als weifes, feinkristallines Pulver erhalten. Zur 
Analyse wurde noch zweimal aus Alkohol-Ather unkristallisiert. 


Ber, C 38,23 H 2,41 Gef. C 37,32 H 2,86 
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IV. Indirubin 

Aus Zersetzungsprodukten, die bei der Verteilung mit Essigester bei der obigen 
Aufarbeitung anfielen, wurde Indirubin isoliert. Hierzu wurde die auBerste orga- 
nische Fraktion der Gegenstromverteilung mit Essigester im Vak. zur Trockene 

edampft, durch Auskochen mit Wasser von Hippursaure befreit und das Ungeléste 

mit Chloroform aufgenommen. Nach Eindampfen der Chloroformlésung wurden 
neben braunen Schmieren tiefrote Kristallbiischel erhalten. Die Schmieren konnten 
mit Athanol entfernt werden, das zuriickgebliebene Indirubin lieB sich aus Pyridin 
in einheitlichen Kristallen gewinnen, die durch ihr Adsorptionsspektrum und ihre 
Kristallform mit synthet. Indirubin aus Indoxyl und Isatin identifiziert wurden. 
Durch Chromatographie der Mutterlaugen an Aluminiumoxyd konnten wir noch 
eine sehr kleine Menge eines zweiten roten Farbstoffes isolieren, der beim Waschen 
mit Chloroform die Saule schneller und durch eine gelbe, fluorescierende Bande vom 
ersteren getrennt, passiert. Er zeigt ein ahnliches, aber deutlich verschiedenes 
Adsorptionsspektrum (Abb. 2) und kristallisiert in roten durchscheinenden Nadeln. 
V. Papiersiulenchromatographie des Indikans 

Lésungsmittel: 68% Essigester, 22% Methanol, 10% Wasser. Rr-Wert an 
der Saule (100 g Papierpulver Schleicher & Schiill) 0,27, entspr. 563 cem durchge- 
laufenem Lésungsmittel*. Der Auslauf wurde in Fraktionen von 5 ccm mit einem 
selbstgebauten Fraktionssammler abgenommen. 
VI. Synthetisches Indikan 

Eine kleine Menge desselben wurde nach der Vorschrift von Thesen!® ge- 
wonnen und, ohne es zu kristallisieren, nach Reinigung durch praparative Papier- 
chromatographie!® als Test eingesetzt. 
VII. Identifizierung des Chromogens der Fluorindalreaktion und der 

KMR mit Indoxylschwefelsaure 

Untersucht wurden: 1. rohe Kohleeluate aus Harn, 2. Fraktionen aus der 

Gegenstromverteilung, 3. Fraktionen aus Chromatogrammen an Cellulosesdiulen 


* Der Durchlaufwert einer Substanz an einer Cellulosesaule ]4Bt sich an Hand 
eines Papierchromatogrammes mit demselben Lésungsmittelsystem leicht mit Hilfe 
der folgenden Formeln ausrechnen. Nach Aufbringen der Substanz auf eine bereits 
mit Lésungsmittel gefiillte Saule aus G Gramm Cellulose erscheint eine Substanz im 
Auslauf, nachdem D ccm Lésungsmittel durchgelaufen sind. Hierbei berechnet 
sich D nach der Formel: 


1 
D=6 |r (pe —1) +75}, (1) 


wobei Rrp der am Papier gemessene Rr-Wert und yg und yp die von 1 Gramm 
Cellulose in der Séiule bzw. von 1 Gramm Papier im Papierchromatogramm fest- 
gehaltene Lésungsmittelmenge ist, die durch Auswagen bestimmt wird. 

Wichtig ist, daB der Rr-Wert an der Saule (irs), welcher sich aus den obigen 
GréBen nach der Formel 





D yp/ 1 (2) 
—1)+1 
( Rpp 
ergibt, im mittleren Bereich, etwa zwischen 0,2 und 0,5 liegt. 

Da Papiersiulen einen gréBeren relativen Gehalt an bewegter Phase auf- 
weisen, als Papierchromatogramme, entspricht einem mittleren Rr-Wert an 
ersteren ein relativ niedriger papierchromatographischer Rr-Wert. Ein geeignetes 
Lésungsmittelsystem laBt sich leicht auffinden unter Benutzung der von uns ge- 
fundenen Regulierbarkeit der Rr-Werte mit Hilfe des Wassergehaltes des Losungs- 
mittels 2°, 

19 P, Decker, Naturwissenschaften 38, 287 [1951]. 
20 P. Decker u. W. Riffart, Chemiker-Ztg. 74, 723[1949 . 
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(nach Voranreicherung durch Kohleadsorption und Verteilung zwischen Buianol 
und Wasser), 4. kristallisierte Indoxylschwefelsiure aus Normalharn und 5. synthet, 
Indoxylschwefelsaure. 

In den genannten vier Lésungsmitteln, in deren zweidimensionalen Komiina. 
tionen und in einer Reihe weiterer nicht im einzelnen aufgefiihrter Loésungsmitte| 
erschien der mit beiden Reaktionen hervorgerufene Fleck genau auf der gleichen 
Stelle und im gleichen Intensitatsverhiltnis. Sowohl Mischchromatogramme als 
auch die oben geschilderten strengen Rr-Wert-Vergleiche bestatigten die Identitat 
des Chromogens sémtlicher Fraktionen mit Indoxylschwefelsaure. 

Ferner zeigte der auf dem Papier mit Ehrlichs Aldehydreagens aus der synthet., 
aus der aus Harn isolierten und aus der in Kohleeluaten vorliegenden rohen In. 
doxylschwefelsaure hergestellte Farbstoff in allen Lésungsmitteln die gleichen Ry. 
Werte und den typischen Farbumschlag nach Scharlachrot nebst der orangeroten 
Fluorescenz nach Behandeln mit Ammoniak (Fluorindalreaktion). 

Mit Ehrlichs Reagens erhalt man aus den rohen Kohleeluaten besonders 
auf zweidimensionalen Chromatogrammen eine Reihe violetter Flecken, die auf 
Indolderivate und gelbe Flecken, die auf Aminoverbindungen zuriickzufiihren 
sind 711, 

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Gewah. 
rung eines Forschungsstipendiums und Sachbeihilfen und dem Deutschen Akade. 
mischen Auslandsdienst fiir die Gewahrung eines Reisestipendiums, das dic 
. gemeinsame Durchfiihrung dieser Untersuchung erméglichte. 


Zusammenfassung 


Durch papierchromatographischen Vergleich von Harnkonzentraten, 
isolierter und synthetischer Indoxylschwefelsiure wird bewiesen, daB die 
in der Kalte auftretende Millon-Reaktion des Harns! auf Indoxyl- 
schwefelsaéure zuriickzufiihren ist. 


Summary 


It is shown by means of paper-chromatographic comparison of 
urine concentrates and isolated and synthetic indoxyl-sulphuric acid 
that Millon’s reaction which takes place with urine in the cold! is due 
to indoxyl-sulphuric acid. 
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onders (Der Schriftleitung zugegangen am 3. Miirz 1955) 
ie auf , 
Fiihren Uber das Vorkommen? oder das Fehlen? von Spreading-Faktoren 


oder Hyaluronidasen im Blutserum gibt es nur wenige qualitative Daten. 
‘ewah. — Da diese zum Teil auf zweifelhaften oder zumindest unsicheren Methoden 
kade- — basieren, ist es nicht verwunderlich, daB sie einander sehr widersprechen. 
as die J Auch das Vorkommen verschiedener Kategorien von Inhibitoren im 
Serum? erschwert naturgemaB dessen Priifung auf Hyaluronidaseakti- 


vitat. 
Im Anschlu8 an die quantitative Priifung der Gewebshyaluroni- 
‘aten, — dasen® haben wir uns mit gleicher Methodik (viskosimetrischer ,,Lang- 
B die F zeittest’*) iiber die Aktivitét von Serum orientiert. 


oxyl- 
Methodik (s. a. 1. ¢.5») 


(1) Lésungs- und Verdiinnungsmittel 
Fiir pu 4,6: Standard-Acetatpuffer (n/10, bezogen auf Na*) mit 3% NaCl 
mn of (Gesamtionenstarke « = 0,6). 


acid Fiir pu 6,5: Acetatpuffer (n/10, bezogen auf Na‘) mit 0,3% NaCl 
; (“= 


; due 


(2) Substrat: Kaliumhyaluronat aus menschlichen Nabelschniiren, 0,15—0,3- 
proz. in (1); yrel, = 2. 

(3) Vergleichsstandard: Stiertestes-Hyaluronidase (,,Kinetin’ Schering) 
in (1). 

(4) Serum: Nach steriler Blutentnahme wurde durch Schiitteln mit Glas- 
perlen defibriniert, blank zentrifugiert und evtl. mit (1) verdiinnt. 

(5) Ansatz: 0,5 cem (2) + 0,1 cem (1) bzw. (3) oder (4), 20 Stdn. bei 37°. 


1 7, Mitt., Erg. Enzymforsch. 18, 1—84 [1954]; 8. Mitt., diese Z. 292, 117—124 
[1953]. 

2 E. Kusche, Med. Dissertat., Miinchen 1949; F. Muratore, M. Ramunni 
u. F. Jacovelli, Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 27, 934—935 [1951]; F. Hartmann 
u. G. Matijevic, Z. Rheumaforsch. 11, 23—31 [1952]; M.S. Mogilewski u. 
I.8. Klutscharew, Ber. Akad. Wiss. UdSSR /N.S./ 88, 312—324 [1953]; ref. 
(. A. 47, 7058 [1953]. 

3 A. Claude u. F. Duran-Reynals, J. exp. Med. 60, 457—462 [1934]; 
E. Tosatti u. P. Graziadei, Pathologica [Genova] 29, 541 [1937]; J. F. Chri- 
stensen, J. Pathol. Bacteriol. 48, 287—290 [1939]; O. Riisfeldt, Oncologica 2, 
123-128 [1949]. 
4 Vgl. 7. Mitt., 1. el. 
5 H. Gibian, diese Z. 291, 6—13 [1952]. 
° H. Gibian, diese Z. 289, 1—5 [1951]. 
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(6) Auswertung des Viskositatstestes: An Hand der Vergleichs-Stan. 
dardkurve*®, 
Achtung: Alle Glasgerate wurden grundsatzlich, auch zur Beseitigung von 
Fermentspuren, sterilisiert. 


Ergebnisse 


Aus den Tabellen ist zu ersehen: 
1. Serum hat eindeutig und reproduzierbar die Fahigkeit, Hyaluron. 

siure im Viskositatstest abzubauen. 
2. Das AusmaB dieser Fahigkeit ist speziesabhingig. 


3. Ahnlich wie bei den Gewebshyaluronidasen® scheint das pu-Op. 
timum der Wirkung wieder wesentlich weiter im sauren Gebiet 


Tab. 1. Hyaluronidaseaktivitait in Seren verschiedener Herkunft 
bei verschiedenen Verdiinnungen (py 4,6). 





























Verdtinnung des Serums 1:1 1:3 1:10 | 1:30 | 1:100 
in (4) 
entspricht ; 
einer Verdiinnung des Se- 1:6 1:18 1: 60 1: 180 | 1: 600 
rums im Ansatz (5) 
apa om, Bin Schering-Einheiten, berechnet pro cem Serum 
Ratte 1 0,05 0,11 0,17 
2—4 7 5 99 
(Mischung) 0,07, 0,15 0,22 
Meer- 1 0,03, 0,0€, a) 
schweinchen 2 0,02, 0,06 a) 
Maus 1—5 ‘ re . 
(Mischung) 0,02, — a) 
Kaninchen 1 < 0,01 a) a) 
2 << 0,01 a) a) 
Hund 1 0,12 0,26 0,39 
2 0,13 0,28 0,44 
3 0,21 0,27 0,45 
4 0,22 0,31 0,48 
Mensch G, 0,045 0,10 0,23 
Ga. 0,05, 0,11 0,22 
R 0,07 0,15 0,27 
Ss 0,07 0,12 0,27 
K 0,06 0,14 0,25 
xX 0,05 
W») [>0,1 ),3 0,94]) 
Woe) 0,13 0,20 0,30 | <0,6 














Anmerkung: a) unter der Ablesbarkeitsgrenze. 
b) Ansatz wahrscheinlich mit Testeshyaluronidase verseucht. 
c) gleiche Vp. W an einem anderen Tage. 
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zu liegen als bei der Testes- und den bakteriellen? Hyaluroni- 
dasen. 

4. Anders als bei den anderen Hyaluronidasen gehen die Wirkungen 
des Serums und des Kinetin-Standards in den entsprechenden 
Verdiinnungsstufen einander nicht parallel. 

5. Zu Serum zugesetzte Hyaluronidase wird quantitativ wiederge- 
funden, sofern man nur ausreichend verdiinnt; dies scheint bei 
etwa 1:20 der Fall zu sein. 


Tab. 2. Hyaluronidaseaktivitaét in menschlichen Seren bei verschiedenen 
Verdiinnungen (px 6,5). 








Verdiinnung des Serums 1:1 1:3 
in (4) ‘ = 
entspricht 
einer Verdiinnung des 1:6 1:18 
Serums im Ansatz (5) 
Mensch G 
R 
s <0,003 a) 
K 
Ww?) [0,02 0,05 ]») 











a) unter der Ablesbarkeitsgrenze. 
b) Ansatz wahrscheinlich mit Testeshyaluronidase verseucht. 


Tab. 3. Wiederfinden von zu Serum zugesetzter Hyaluronidase (px 4,6). 





_ aiaeeimanes 1:1 1:3 1:10 | 1:30 | 1: 100 
entspricht = 
einer Verdtinnung des 1:6 1:18 1: 60 1:180] 1: 600 


Serums im Ansatz (5) 

















Herkunft des iS ae 
Ca Serum : Cie, hae : 
serums zugesetzte Schering-Einheiten, berechnet pro com Serum 
Einheiten 
Kinetin 
Hund (Mi- 0,0 0,22 0,29 0,47 
schung von 0,1 0,3 0,4 0, 
Nr. 3 u. 4) 1,0 1,2 1,9 
Menscha) 0,0 0,05 0,13 0,20 0,30 < 0,6 
0,01 0,06, 
0,1 0,11 0,26 0,40 0,40 
1,0 1,9 ys 

















a) Bei der ersten Kolonne handelt es sich um ein Mischserum, bei den anderen um das Serum W°. 


? Durch ein Versehen ist in 1. c.5 Hyason als Streptokokokken- statt als 
Staphylokokken-Hyaluronidase bezeichnet worden. 


- 
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Diskussion 


Einer Viskositaétsinderung der Hyaluronsaéure kénnen auBer eine 
hydrolytischen Spaltung durch Hyaluronidasefermente natiirlich auch 
noch andere Vorgainge zu Grunde liegen. Mangels naherer Charakterj. 
sierung kann aus den an sich eindeutig positiven MeBergebnissen das 
Vorliegen einer Serum- H yaluronidase nicht sicher erschlossen werden, 
Schon die oben unter 4. genannten Abweichungen kénnten gegen eine 
solche Annahme sprechen. Wahrscheinlich ist der Grund hierfiir ein Ein. 
flu8 von Seruminhibitoren, der bei Verdiinnung zunehmend ausge. 
schaltet wird. Rechnerische Extrapolation bzw. noch weitergehende Ver. 
diinnung zur volligen Unterdriickung dieses Effektes war aus mebBtech. 
nischen Griinden leider nicht méglich. 

Der EinfluB des py-Werts geht in die gleiche Richtung wie bei dey 
Gewebshyaluronidasen®; es ist naheliegend, eine Verwandtschaft oder 
Identitat zwischen diesen und dem Serumfaktor anzunehmen. Es mag 
offen bleiben, ob die Gewebsfaktoren aus dem Serum stammen oder von 
welchem Gewebe umgekehrt der Serumfaktor geliefert wird. 

Verhaltensunterschiede gegeniiber dem pu bei Testes- bzw. unge. 
reinigter Gewebshyaluronidase und Serumfaktor kénnten auch auf Be. 
gleitsubstanzen der letzteren beruhen. Dagegen spricht, daB zu Gewebs. 
extrakten zugesetzte Testeshyaluronidase bei pu 4,6 praktisch eben) 
quantitativ wiedergefunden wird® wie nach Zusatz zu Serum und Mes. 
sung in gleicher Verdiinnung wie dieses allein. Beim Ubergang zum p, 
6,5 ist ferner der Wirkungsabfall des Serumsfaktors weit groBer, als be 
Identitét mit der Testeshyaluronidase zu erwarten ware. 

Dies beleuchtet auch noch der in Tab. 1 und 2 angegebene Versuch 
W?), bei dem unfreiwillig offenbar etwa 0,7 E. Kinetin pro cem Serum 
eingeschleppt worden waren. Nur hier war bei pu 6,5 eine Aktivitit 
meBbar. Ware lediglich der Serumfaktor aus irgendwelchen Griinden 
rund viermal aktiver gewesen als sonst im Durchschnitt, so hatten die 
iibrigen Seren bei py 6,5 und Verdiinnung 1:1 mindestens 0,005 E/cem 
leicht meBbar ergeben miissen. 

AbschlieBend ist zu unterstreichen, daB die Wirksamkeitsangabe 
eines Serums in Einheiten pro ccm nur mit gleichzeitiger Angabe des 
zugehoérigen Verdiinnungsverhaltnisses brauchbar ist. Sie ist auch nur 
als eine Bezugnahme auf einen allgemein zugianglichen Vergleichsstan- 
dard aufzufassen. 

Es erscheint von Interesse, in Reihenversuchen zu priifen, ob in 
pathologischen Fallen mit Beteiligung des Mesenchyms Anderungen der 
,, Hyaluronidaseaktivitat*‘ des Serums feststellbar sind. Dies konnte dam 
auf Verschiebungen im System der Mucopolysaccharidsduren (beson- 
ders Hyaluronséure) und ihrer abbauenden Faktoren hinweisen. 


Fraulein Kobsch habe ich fiir die Durchfiihrung der Versuche zu danken. 
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Zusammenfassung 


Es werden Angaben iiber die reproduzierbare Auswertung mensch- 
licher und tierischer Seren auf Hyaluronidaseaktivitét gemacht. Ver- 
shiedene Spezies unterscheiden sich eindeutig. Der Serumfaktor diirfte 
den friiher beschriebenen Gewebshyaluronidasen verwandt sein. 

Untersuchungen an pathologischen Fallen werden angeregt. 


Summary 
Information is presented concerning the reproducible evaluation of 
human and animal sera as regards hyaluronidase activity. Different spe- 
cies show distinct differences. The serum factor is probably related to 
the tissue hyaluronidases previously described. 
Experiments on pathological cases are proposed. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 300 
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Xanthinoxydase aus Darmschleimhaut 
I. Mitt.: Ein Reinigungsverfahren 
Von 
Willibald Klein 
Aus den Wissenschaftlichen Laboratorien der S. I. Prodotti Schering, Mailand 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Miirz 1955) 


Uber die Xanthinoxydase (XO) des Diinndarms liegen nur spirliche 
Mitteilungen vor. Nicht ganz zu Recht; denn durch die Untersuchungen 
von Morgan! ist bekannt, daB unter den Organen der verschiedenen 
Saugetierspezies die Darmschleimhaut nach der Leber den hiaufigsten 
Fundort fiir XO darstellt. Nachpriifungen in’ diesem Laboratorium er. 
gaben ferner, daB von den Organen des Kalbes die Diinndarmschleimhaut 
fiir die Gewinnung von XO am vorteilhaftesten ist. Vergleicht man die 
Aktivitaéten der Leber und der Darmschleimhaut (in einem Praparat, 
das durch Ausfallung des Fermenteiweibes aus 70% gesittigtem Am. 
moniumsulfat von reduzierenden Begleitstoffen befreit worden ist), s0 
zeigt sich Darmschleimhaut deutlich iiberlegen. 

Hochgereinigte XO wurde bisher nur aus Milch gewonnen. Die nach. 
stehenden Ergebnisse berechtigen zu der Hoffnung, daf man mit Darm. 
schleimhautextrakten zur gleichen Reinheitsstufe gelangen wird. Im 
folgenden ist eine Reinigungsmethode beschrieben, die eine 200-fache 
Anreicherung der XO erlaubt und auferdem wegen ihrer Einfachheit 
eine geeignete Grundlage fiir weitere Reinigungsversuche bildet. 


Beschreibung der Versuche 


Bestimmungsmethode: Die XO-Bestimmungen wurden mit der Thun. 
berg-Technik ausgefiihrt. Als Substrat diente meist Hypoxanthin (HX). Die Ver- 
suchsergebnisse sind durch haufige Kontrollen gesichert. Nach eingehendem Stu- 
dium der Reaktionsbedingungen wurde folgender Versuchsansatz beibehalten: 

Das Gesamtvolumen von 5 ml enthalt 0,83 (== 5/,) «Mol Substrat, entspr. 113) 
HX; 0,3 uMol = 1 ml einer Lésung 1: 10000 Methylenblau (MB); 1 ml Puffer. 
lésung und 1 ml. Fermentlésung. 

Versuchsbedingungen: py 7,7; Badtemperatur 37°. Als Puffer wurde Phosphat 
von verschiedener Konzentration oder m/10-Veronal verwendet. Im Augenblick 
der Entfarbung sind 36% des Substrates umgesetzt. 

Reinigungsgang: Mannigfache Vorversuche fiihrten zu folgender Routine. 
methode: 

Praparat 1; Rohferment: Frisch ausgeschabte Diinndarmschleimhaut des 
Kalbes wird mit Seesand verrieben und mit der doppelten Gewichtsmenge Wasser 
ausgezogen. Zur Bestimmung von Trockengewicht und Stickstoff wird eine ent- 
sprechende Menge Extrakt 5 Min. bei 5000 Umdrehungen zentrifugiert. 


1 E. J. Morgan, Biochem. J. 20, 1282 [1926]. 
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Prap. 2; Vorreinigung: 50 m/ Auszug werden mit 6 ml einer 0,5-m. Calcium- 
chloridlésung nach Ball? versetzt und 15 Min. bei 37° inkubiert. Auf diese Weise 
fallt (neben wenig Calciumphosphat) eine groBe Menge inaktiven organischen Mate- 
rials aus. Das py sinkt dabei von 6,8 auf 5,7. Die abzentrifugierte Restlésung wird 
mur Entfernung eines Teiles beigemengter Nucleosidase mit 10 m/l Tonerdesuspen- 
sion Cy (1 ml = 10 mg Al,O,) vermischt und nach 15 Min. abgeschieudert. 

Prap. 3; Ammoniumsulfatfallung: Das Ferment wird durch Zusatz des dop- 
pelten Volumens an gesattigter Ammoniumsulfatlésung ausgefallt. Der Schleuder- 
rickstand wird mit ?/, gesaittigter Ammoniumsulfatlésung 1 mal gewaschen. Dann 
wird in der Halfte des urspriinglichen Volumens Wasser gelést und mit verd. 
Natronlauge auf pH 7,7 gebracht. 

Prap. 4; Adsorption und Elution: Unter Auslassung der Stufe 3 werden 50 ml 
des Prip. 2 mit 30 mi der obigen Tonerdesuspension vermischt. Nach 15 Min. wird 
das adsorbierte Ferment abgeschleudert und 1mal mit Wasser gewaschen. Dann 
wird mit 25 ml einer 0,2-m. Kaliumtartrat- oder Kaliumphosphatlosung vom 
px 8,5 eluiert. Die schwach braunliche opaleszierende Fliissigkeit wird auf py 7,7 
eingestellt. 

4 Prap. 5; Ammoniumsulfatfallung des Eluates: Prap. 4 wird auf 0° gekiihlt 
und mit gesaittigter Ammoniumsulfatlésung 70-proz. gemacht. Der Niederschlag 
wird 1mal mit 70% gesitt. Ammoniumsulfat gewaschen und mit Wasser auf das 
Ausgangsvolumen gebracht. Die Lésung wird wieder auf py 7,7 eingestellt. Sie ist 
fast klar und eine Spur gelblich. 

Reinigung der XO mit der Saulentechnik: Mit dem beschriebenen 
Prip. 5 ist eine Anreicherung der XO um das 25- bis 30-fache erreicht. Reinere 
Priparate erhalt man, wenn die Schritte 4 und 5 nach der Saulentechnik vorge- 
nommen werden. Zu diesem Zweck wird das schwer passierbare Tonerdeadsorbat 
stark mit Cellulose verdiinnt und als kurze breite Saule eingefiillt. Eluiert wird mit 
Kaliumphosphat vom py 8,5 als Gradient. Aus dem Filtrat wird der wirksame An- 
teil mit Ammoniumsuifat gefallt und auf eine Cellulosesiule aufgetragen. Die Frak- 
tionierung erfolgt in Anlehnung an die Methode von Mitchell und Mitarbb.* durch 
Auftropfenlassen einer zunehmend verdiinnten Ammoniumsulfatl6sung. Im ein- 
zelnen gestalten sich die Versuche folgendermaBen: 

Prap. 6; auswaihlende Elution mit Phosphat: Das unter Prap. 4 beschriebene 
aus 50 ml Rohferment gewonnene Tonerdeadsorbat wird mit 4 g Cellulosepulver 
(Schleicher & Schiill) vermengt und in eine Saule von 3 cm Durchmesser und 2 cm 
Hohe iibergefiihrt. Das Elutionsmittel ist 0,3-m. Phosphatlésung; sie tropft in ein 
Becherglas, das zu Anfang 50 m/ Wasser enthalt und auf einem Magnetriihrer steht. 
Von hier fiihrt ein diinnes Heberohr der Saiule Phosphatlésung von kontinuierlich 
ansteigender Konzentration zu. Das Filtrat wird in Fraktionen zu je 5 ml aufge- 
fangen. Mit den letzten Tropfen des 4. Réhrchens beginnt das Eluat sich zu farben. 
Frakt. 5 ist intensiv braunrot, etwas opalescierend, enthalt viel EiweiB aber wenig 
XO. Die Fraktionen 6 bis 9 sind véllig klar und zeigen zum Unterschied von Frakt. 5 
eine blaB-gelbliche Farbe, deren Intensitaét im 7. bis 8. Réhrchen am starksten ist 
und der Aktivitat der XO parallel geht. Zu den Aktivitatsbestimmungen werden die 
einzelnen Fraktionen wegen ihres verschiedenen Phosphatgehaltes mit Ammonium- 
sulfat gefallt und mit Wasser auf ihr urspriingliches Volumen gelést. Dabei beobach- 
tet man, daB der erhaltene EiweiBniederschlag von Frakt. 5 an mit steigender 
Réhrchennummer an Menge stetig abnimmt. Fir die folgende Ammoniumsulfat- 
behandlung auf der Saule ist es zweckmaBig, Frakt. 6 bis 9 einschlieBlich zu ver- 
einigen. Die Phosphatkonzentration dieser Mischung ist etwas weniger als 0,2-molar. 

Prap.7; Fraktionierung mit Ammoniumsulfat: Der aus 70% gesattigter 
Ammoniumsulfatlésung erhaltene Niederschlag wird 1 mal bei derselben Salzkon- 
zentration gewaschen und dann mit 0,5 g Cellulose vermischt. Er kommt nun auf 





2 E.G. Ball, J. biol. Chemistry 128, 51 [1939]. 
3-H. K. Mitchell, M.Gordon u. F. A. Haskins, J. biol. Chemistry 180, 
1071 [1949]. 
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eine vorbereitete Cellulosesiule von 2 cm Durchmesser und 6 cm Héhe. Durch 
Zufuhr von Wasser in das 70% Ammoniumsulfat enthaltende Becherglas wird die 
auf die Saule tropfende Ammoniumsulfatlésung zunehmend verdiinnt. Von den 
erhaltenen 5-ml-Fraktionen sind die ersten 6 gew6hnlich frei von Ferment. 

Anmerkungen zu dem vorstehenden Verfahren: Prap. 1 und 2 zcigen 
im MB-Versuch wechselnde, meist erhebliche Eigenreduktion. Diese ist bei allen 
spiteren Praparaten ausgeschaltet. 

AuBer Phosphat und Tartrat kénnen folgende Salze zur Elution beniitzt 
werden: Pyrophosphat, Arsenat, Citrat, Oxalat, Fluorid. Am wirksamsten ist Pyro. 
phosphat; es folgen Phosphat, Citrat und Tartrat. Weniger geeignet sind Oxalat 
und Fluorid. Phosphat scheint besser auszuwahlen als die iibrigen. Von den Kat. 
ionen begiinstigt Kalium die Elution mehr als Natrium oder Ammonium. 

Die XO-Wirkung wird durch die Gegenwart von Ammoniumsulfat nicht be. 
eintrachtigt, was durch besondere Versuche festgestellt wurde. Man bemerkt sogar 
oft eine deutliche Beschleunigung der MB-Entfarbung. Der EinfluB des Ammonium. 
sulfats schwankt jedoch innerhalb weiter Konzentrationsanderungen nur wenig und 
bleibt bei der vorliegenden Untersuchung unberiicksichtigt. 


Ergebnisse des Reinigungsverfahrens 


Die Resultate zeigt Tab. 1. Als Puffer diente Veronal. Zur Bestim. 
‘ mung von Stickstoffgehalt und Trockengewicht wurde eine Probe der 
Fermentlésung 48 Stdn. gegen Brunnenwasser dialysiert. 


Tab.-1. Anreicherung der Xanthinoxydase in vorstehendem Verfahren. 


Statt der Entfarbungszeit ist ihr reziproker Wert angefiihrt, ausgedriickt in G 

(Geschwindigkeit) = 100/Entfarbungszeit in Minuten. N = Stickstoff, T = Trok. 

kengewicht, beides berechnet auf 1 m/ Fermentlésung vor Dialyse. G/N ist die auf 

1 mg N berechnete Entfarbungsgeschwindigkeit G. Prap.6 wurde unter Auslassung 

der Stufen 3, 4 und 5 direkt aus Prap. 2 gewonnen. Von Prap. 7 wurde die aktivste 
Fraktion ausgewahlt und mit Wasser 1: 1 verdiinnt. 











Praparat G N G/N | Lk 
] 5,5 1,60 3,4 15,9 
2 a8 0,48 16 4,1 
3 10,0 0,40 25 3,6 
4 11,1 0,20 55 2,6 
5 9,5 0,10 95 1,5 
6 18,2 0,16 101 1,6 
‘ 70,6 0,11 641 0,8 











Die Tabelle 148t vor allem die Uberlegenheit der Saulentechnik 
(Prap. 6 und 7) gegentiber dem ,,batch‘‘-Verfahren (Priap. 4 und 5) er- 
kennen. In Prap. 7 Fraktion 9 ist XO im Vergleich zum Rohauszug um 
das 190-fache angereichert (vgl. Kolonne unter G/N). 

Die Verteilung der XO iiber die verschiedenen Fraktionen des 
Prap. 7 zeigt Tab. 2. Die Ergebnisse dieser Tabelle sind mit dem gleichen 
Darmschleimhautextrakt gewonnen wie die der Tab. 1. Frakt. 9 der 
Tab. 2 ist unverdiinnt. Die aktiven Fraktionen zeigen wiederum eine 
gelbliche Farbe, die aber blasser ist als die der Phosphateluate. Trotzdem 
gehen beim Vergleich der Réhrchen Aktivitaét und Farbintensitat parallel. 
Letztere wird in der Tabelle mit + Zeichen veranschaulicht. Die Am- 
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mnoniumsulfatkonzentration ist in % Sattigung angegeben, die XO-Ak- 
tivitat wie in Tab. 1 mit der Entfarbungsgeschwindigkeit G. 


Tab. 2. Verteilung der Xanthinoxydase iiber eine Ammoniumsulfat-Fraktionsreihe. 








Rohrchen- : Ammonium- ‘ 
nummer Farbung sulfatkonz. G 

¥ + 53 8 

8 rN es 45 86 

9 ++ 36 144 

10 -+- 30 10 

11 (+) 24 1 

12 (+) 19 0 











Aus Tab. 2 kann man errechnen, daB gegen 60% der gesamten nach 
Ammoniumsulfatbehandlung gewonnenen XO-Aktivitaét in Frakt. 9 an- 
gesammelt sind. Die Lage des Maximums schwankt jedoch bei sonst 








konstant gehaltenen Bedingungen mit dem weniger genau regulierbaren 
Flissigkeitsgehalt der Séiule zu Beginn des Versuchs. Betrachten wir 
nun vorléufig G als Einheit der XO-Aktivitaét, so erhalten wir durch 
Addition der Einzelfraktionen 249 G. Auf diese Weise gewinnt man einen 
Anhalt fiir die XO-Ausbeuten wihrend des Anreicherungsverfahrens. Da 
die Fraktionen je 5 ml Lésung enthalten und obige Zahlen die Wirksam- 
keit von 1 mi wiedergeben, besitzt das Sammelfiltrat eine Gesamtakti- 
vitit von 5 X 249 = 1245 G. Das Priiparat 7 wurde aus 100 ml Roh- 
extrakt hergestellt. Dessen Gesamtaktivitét war nach Tab. 1 5,5 x 100 
= 550 G. Es ergibt sich also fiir Prip.7 eine WirkungserhOhung auf 
226% der Aktivitit des Rohextraktes. Diese ,,scheinbare Ausbeute“ ist 
naturgemaB erheblichen Schwankungen unterworfen, sie lag aber bei 
allen Versuchen iiber 100%. Sie erklart sich offensichtlich aus der Ent- 
fernung von Hemmungskérpern bei jedem Reinigungsschritt. Aus der 
Tab. 1 entnehmen wir, daB schon das Prap. 2 eine scheinbare XO-Ver- 
mehrung auf 140% des urspriinglichen XO-Gehaltes zeigt. Die tatsach- 
lichen Verluste an XO-Substanz werden durch die stufenweise Ausschal- 
tung des Hemmungseffektes véllig iiberdeckt. Die wirkliche Ausbeute an 
XO im gereinigten Praparat kann vorlaiufig nicht ermittelt werden. 


Verhalten der Xanthinoxydase aus Darmschleimhaut 


1. Alterung: Die oben beschriebenen Rohausziige behalten, bei 
0° und in Gegenwart von etwas Toluol aufbewahrt, ihre Wirksamkeit bis 
zu 3 Monaten. Wahrend dieser Zeit erfahrt die XO, wie man bei Reini- 
gungsversuchen bemerkt, gewisse Veranderungen. Man kann sie mit 
Alterung bezeichnen. In den ersten 3 Wochen steigt die Aktivitat, wahr- 
scheinlich infolge Abbaus von Hemmungskorpern. Das px sinkt inzwi- 
schen von etwa 6,8 auf 6,1 bis 6,2. Das in den Tabellen 1 und 2 beschrie- 
bene Praparat war bei der Verwendung 3 bis 4 Wochen alt. Es zeich- 
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nete sich dadurch aus, daB bei der Siulenbehandlung der tiberwiegende 
Teil der XO in 1 bis 2 Fraktionen zu 5 m/ angesammelt wurde. Ahn. 
lich verhielten sich auch andere Extrakte gleichen Alters. Bei frischen 
wie auch bei staérker gealterten Extrakten verteilte sich das Ferment 
gleichmaBiger tiber eine gréBere Anzah| Réhrchen; es war deshalb pro 
Gewichtseinheit weniger aktiv. Aus stark gealterten Extrakten lieB sich 
auBerdem der rotbraune Farbstoff nicht mehr ganz abtrennen. Zur Iso. 
lierung der XO sind daher 3 bis 4 Wochen alte Extrakte zu bevorzugen. 

2. Bestandigkeit: Die Bestiaindigkeit der XO nach Séulenbe. 
handlung ist begrenzt. Ein Priparat behielt bei 0° 5 Tage lang seine volle 
Aktivitét, wurde aber dann zusehends unwirksam. Aus den niedrigeren 
Reinheitsstufen ein stabiles Trockenpraparat herzustellen ist nicht ge. 
lungen. Organische Lésungsmittel wie Aceton oder Alkohol zerstérten 
das Ferment schon in geringen Konzentrationen und bei Temperaturen 
unter 0°. 24-stdg. Dialyse gegen Brunnenwasser inaktivierte. Durch 
Glutathion- oder Pyrophosphatbehandlung nach Kalekar‘* trat zwar 
eine maBige Reaktivierung ein; der gréBte Teil der Wirksamkeit blieb 
_ aber verloren. 

Es scheint, daB die XO des Diinndarms labiler ist als die der Milch. 
Vorlaufig ist es noch notwendig, jeden Versuch mit dem Rohextrakt zu 
beginnen. Damit nimmt man auBer einer gewissen Umstandlichkeit auch 
Schwankungen der Ergebnisse in Kauf. 

3. Kinetisches Verhalten: Fiir diese Versuche wurde _vor- 
wiegend das Prap. 5 verwendet. Es zeigte sich, daB die Kinetik der 
Darm-XO im groBen ganzen derjenigen der Milch-XO entspricht. Die 
Resultate werden daher zusammenfassend und ohne Zahlenangaben mit- 
geteilt. 

Das py-Optimum der Milch-XO wird von Morell® mit 8,3, von 
E. Krebs und Norris® mit 8,5 angegeben. Fiir Darm-XO wurde mit 
HX als Substrat und 0,2-m. Phosphat als Puffer ein flaches Optimum 
bei pu 8,6 gefunden. In Hinsicht auf die vergleichenden Untersuchungen 
der nachstehenden Mitteilung wurden die Versuche fast durchgehend 
bei pu 7,7 ausgefiihrt. 

Bei Variation der dem Versuchsansatz zugefiigten Fermentmenge 
von 0,2 bis 2,0 m/ und in Gegenwart von | ml 0,2-m.Phosphat liegen 
die zugehorigen Aktivitaéten auf einer annahernd geraden, leicht nach 
oben gekriimmten Linie. 

Wie beim Milchferment, so ist bei der Darm-XO die Reaktionsge- 
schwindigkeit stark von der Substratkonzentration abhangig. Sie nimmt 
mit sinkender HX-Konzentration zu, bis die Substratmenge beginnt, fiir 
die Reduktion des vorhandenen MB unzureichend zu werden. Das Kon- 
zentrationsoptimum liegt also unterhalb dieser Grenze bei sehr kleinen 


4H. M. Kalckar, N. 0. Kjeldgaard u. H. Klenow, Biochim. biophysica 
Acta 5, 575 [1950]. 

5 D. B. Morell, Biochem. J. 51, 657 [1952]. 

6 E.G. Krebs u, E, R. Norris, Arch, Biochimistry 24, 49 [1949]. 
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Werten. Die im Versuchsansatz gewahite Konzentration von 0,83 “Mol 
ist auch bei Verwendung von Fermentlosungen geringeren Reinheits- 
grades zur vollstandigen Entfarbung von 0,3 Mol MB noch ausreichend. 
Mit Xanthin als Substrat liegt dagegen das Konzentrationsoptimum 
hoher, und zwar bei 1,25 ~.Mol = 0,19 mg pro | ml. Ahnlich wie die 
Oxypurine hemmen auch die Aminopurine Adenin und Guanin, wahrend 
Harnsiure keinen Einflu8 ausiibt. Sehr stark hemmt UV- bestrahlte Fol- 
siure bzw. der darin enthaltene Pteridylaldehyd. 


Besprechung 


Das oben beschriebene Verfahren erlaubt die Herstellung eines XO- 
Priparates aus Darmschleimhaut, dessen Reinheitsgrad bisher mit Or- 
ganextrakten nicht erreicht worden ist. Der Befund, daB die gelbe Farbe 
der Fermentlésungen der XO-Aktivitat parallel geht, spricht dafiir, dai 
sie dem Ferment selbst eigen ist. DaB es sich dabei um ein Flavinnucleotid 
handle, wird nahegelegt durch die Analogie zwischen Milch-XO und 
Darm-XO hinsichtlich ihrer Kinetik und, soweit untersucht, auch ihrer 
Spezifitaét. In gleicher Richtung 14Bt sich auch die Lichtabsorption der 


| Fermentlésungen deuten. Sie zeigt nimlich neben dem EiweiBmaximum 


bei 280 my einen kleinen Gipfel zwischen 400 und 450 my. Das Verhaltnis 
der beiden Gipfel ist wie 14:1, wahrend Bal]? fiir Milchoxydase ein Ver- 
hiltnis von etwa 12:1 gefunden hat. Daraus geht hervor, da das Pro- 
dukt hinsichtlich der Reinheit dem Milehferment von Ball noch nach- 
steht. 

Fiir weitere Isolierungsversuche bietet obige Darstellungsweise eine 
ginstige Voraussetzung, denn sie ist einfach, schonend und beansprucht 
wenig Zeit. Ausgehend vom Rohextrakt kann das Praparat in einem 
halben Arbeitstag bereitet werden. Dazu kommt, daB die Loésung nach 
Fertigstellung mehrere Tage voll aktiv bleibt und daB die Gesamtakti- 
vitit wAhrend der Verarbeitung nicht ab- sondern zunimmt. 

Diese Aktivitaétszunahme, die scheinbar zu Fermentausbeuten von 
iiber 100% fiihrt, schreiben wir der allmahlichen Beseitigung kraftiger 
Hemmungsk6rper zu. Als solche kommen in erster Linie freie Purine in 
Frage. Es ist schon lange bekannt, daB Milch-XO durch Purine, zu denen 
auch ihre Substrate HX und Xanthin gehéren, stark gehemmt wird. 
Ein gleichartiges Verhalten wird bei der XO der Darmschleimhaut 
beobachtet. Daraus folgt, daB die Bestimmung der XO in Rohextrakten, 
die reichlich Abbauprodukte der Nucleinsaéuren enthalten, lediglich eine 
Resultante von XO-Gehalt und Gehalt an Hemmungsstoffen ist. Im all- 
gemeinen wird in Rohextrakten wesentlich mehr XO vorhanden sein, 
als durch direkte Bestimmung erfaBbar ist. Der Vergleich von Roh- 
extrakten verschiedener Organe muB infolge von Unterschieden in Art 
und Menge der Begleitstoffe zu voéllig irrigen XO-Werten fihren. Wir 


_ glauben daher, daB die eigentiimliche unregelmaBige Verteilung der XO 


iiber die verschiedenen Organe und Tierspezies, die man bei der Durch- 
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sicht des Schrifttums antrifft, in erheblichem MaBe von den geschil. 
derten Einfliissen entstellt und daher revisionsbediirftig ist. 

Gegeniiber der Milch-X0O ist allerdings auch unter Beriicksichtizung 
dieser Verhaltnisse die aus Darmschleimhaut isolierbare Menge an X0 
gering. Wenn fiir einen Versuch 100 m/ Extrakt verwendet wurden, er. 
gaben die 5 mil der Frakt. 9 des Prip. 7 4 mg einer noch unreinen XO, 
Wir sind mit der Uberfithrung der Versuche in einen gréBeren Mabistab 
beschaftigt. 

Die Abtrennung von Begleitfermenten der XO wird in der nach. 
stehenden Arbeit behandelt. 


Fri. Ruth Frolob leistete bei der Durchfiihrung der Versuche wertvolle Hilfe, 







Zusammenfassung 


1. Es wird ein einfaches, schonendes und zeitsparendes Verfahren 
zur Reinigung von Xanthinoxydase aus der Darmschleimhaut des Kalbes 
beschrieben. ; 

2. In dem erhaltenen Praparat betrigt die Anreicherung der X0 
' gegeniiber dem Rohextrakt das etwa 200-fache. Die Gesamtaktivitit 
des Praparates ist hoher als die des Rohextraktes, woraus auf die Be. 
seitigung groBerer Mengen von Hemmungskérpern zu schlieBen ist. 

3. Das Praparat bietet ein geeignetes Material fiir weitere Isolie. 
rungsversuche. 


Summary 


1. A simple, mild and rapid method isdescribed for the purification 
of xanthine oxidase from the intestinal mucosa of calves. 

2. In the preparation obtained the xanthine oxidase is enriched 
nearly 200 times as compared with the crude extract. The total activity 
of the preparation is higher than that of the crude extract from which it 
may be concluded that large amounts of inhibiting substances are 
removed. 

3. The preparation provides a suitable material for further iso- 
lation experiments. 
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Xanthinoxydase aus Darmschleimhaut 
II. Mitt.: [hr Zusammenspiel mit Begleitfermenten 
Von 
Willibald Klein 
Aus den Wissenschaftlichen Laboratorien der 8. I. Prodotti Schering, Mailand 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Miirz 1955) 


In der vorausgehenden Mitteilung wurde iiber die Anreicherung von 
Xanthinoxydase (XO) aus der Darmschleimhaut des Kalbes berichtet. 
Unser Interesse an diesem Ferment betraf urspriinglich eine bestimmte 
Fragestellung, die den fermentativen Endabbau der Nucleinséuren zum 
Gegenstand hatte und die unter Beriicksichtigung einer alteren Mittei- 
lung von Tsuge! von einem neuen Standpunkt aus behandelt werden 
konnte. Tsuge dehydrierte Hefenucleinséure mit Methylenblau (MB) 
in Gegenwart von Extrakten aus Kaninchenorganen, unter denen der 
Diinndarm am wirksamsten war. Er schloB daraus auf die Existenz 
einer besonderen ,,Nucleinséure-Dehydrogenase‘‘. Demgegeniiber haben 
Dixon und Lem berg? mit Fermentpraparaten aus Milch nachgewiesen, 
da8 eine Dehydrierung von Nucleosiden und Nucleotiden nur nach Ein- 
wirkung von Nucleosidase und Phosphatase erfolgt und durch XO ver- 
ursacht wird. Zum gleichen Ergebnis sind spaiter auch Richert und 
Westerfeld® am Beispiel der Rattenleber gekommen. Einer Verall- 
gemeinerung dieser beiden Befunde steht aber entgegen, daB Benedict 
und Mitarbb.* in den Erythrocyten verschiedener Séugetiere, auch des 
Menschen, ein Harnsaureribosid entdeckt haben; ein Befund, der spater 
von Kalckar® bestatigt wurde. Gulland und Falconer® haben die 
Substanz auch aus Rindsleber isoliert. Da das Harnsaureribosid aus dem 
Nucleinséiureabbau stammen muB, setzt sein Vorkommen die Existenz 
einer Dehydrase voraus, welche intakte Nucleoside oder Nucleotide an- 
greift. Eine Bildung des Nucleosids aus den Komponenten ist nicht an- 
zunehmen, nachdem Kalckar® festgestellt hat, daB es von Nucleosidase 
nicht angegriffen wird. 

Bei diesem Stand der Entwicklung ist das Problem in unserem 
Laboratorium wieder aufgegriffen worden. Es wurde angestrebt, die fiir 
die Entstehung des Harnsiureribosids postulierte Dehydrase mit einer 


1 Y. Tsuge, Fermentforsch. 14, 422 [1935]. 

M. Dixon u. R. Lemberg, Biochem. J. 28, 2065 [1934]. 
D. A. Richert u. W. W. Westerfeld, J. biol. Chemistry 184, 203 [1950]. 
S. R. Benedict e. a., J. biol. Chemistry 54, 595 bis 605 [1922]. 

H. M. Kalckar, J. biol. Chemistry 167, 429 [1947]. 

R. Falconer u. J. M. Gulland, J. chem. Soc. [London], 1989, 1369. 
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veranderten Methodik nachzuweisen oder auszuschlieBen. Als Ferment- 
quelle wurde die Darmschleimhaut des Kalbes gewahlt, weil wir bei der 
Nachpriifung der Versuche von Tsuge! fanden, daB Kalbsdarm min- 
destens ebenso wirksam ist wie Kaninchendarm. Aus arbeitstechnischen 
Griinden wurde zunichst die Existenz einer Nucleindehydrase, etwa im 
Sinne von Tsuge, vorausgesetzt. Diese Dehydrase konnte ein von XO 
unabhangiges Ferment sein oder auch eine XO mit erweitertem Spezifi- 
tatsbereich. Es wurde versucht, das Ferment zu reinigen, von stérenden 
Begleitfermenten zu befreien und seine Reaktionsprodukte zu identi- 
fizieren. 

In einer vorlaufigen Mitteilung’ ist bereits tiber einige Ergebnisse 
dieser Untersuchung berichtet worden. Dort wurde ein Fermentpraparat 
(Prap. 3 der voranstehenden Arbeit) beschrieben, in dessen Anwesenheit 
Hefe- und Thymusnucleinséure sowie Purinnucleotide die MB-Reduk.- 
tion beschleunigen. Die Nucleotide des Adenins und des Hypoxanthins 
(HX) reagieren fast ebenso schnell wie freies HX; die zugehérigen Nu- 
cleoside dagegen langsamer. Dieses Verhaltnis kéhrt sich um, wenn Phos. 

phat zugesetzt wird. Mit Phosphat entfairbt Adenosin (Ad.) MB sogar 
etwas schneller als HX. Eine einfache Erklirung wird durch die Tat- 
sache nahegelegt, daB das Praparat Nucleosidase und Phosphatase ent- 
halt ; zwei Begleitfermente, von denen ersteres durch Phosphat aktiviert, 
letzteres gehemmt wird. Wenn der Phosphateffekt lediglich die Abhin- 
gigkeit der MB-Entfarbung von diesen Fermenten anzeigt, dann ist XO 
als das dehydrierende Ferment anzusehen. Es ist aber zunachst schwierig 
zu verstehen, warum Ad., das erst von Desaminase und von Nucleosidase 
zerlegt werden muB, um in das Substrat der XO iiberzugehen, schneller 
entfarbt als HX. Ferner bleibt offen, ob nicht neben XO noch eine Dehy- 
drase vorhanden ist, die Nucleoside oder Nucleotide direkt angreift und 
zu Harnsaurenucleosid fiihrt. Diese Fragen sollen auf Grund der unten 
beschriebenen Untersuchungen beantwortet werden. 


Beschreibung der Versuche 


Wie schon aus der Einleitung hervorgeht, lieBen sich die Angaben 
von Tsuge! im wesentlichen bestitigen. Die Versuchsbedingungen 
wurden daraufhin vereinfacht, indem die Ribonucleinséure als Substrat 
meistens durch ihre Spaltprodukte Adenylsiure und Ad. ersetzt wurde. 
Auf diese Weise ist der EinfluB der Ribonuclease ausgeschaltet. Ad. ist 
aber ebenso wenig ein spezifisches Substrat fiir Nucleindehydrase wie 
Nucleinséure. GemaB obiger Definition wird das letztere Ferment den 
Purinkern bei intakter nucleosidischer Bindung dehydrieren und somit 
Nucleosidase fiir die Erreichung der Oxydationsstufe der Harnsiure ent- 
behrlich machen. Seine Existenz ist offenbar dann erwiesen, wenn eine 
Dehydrierung des Ad. bei totaler Abwesenheit von Nucleosidase fest- 
gestellt wird. Zur Testung dient demzufolge der regelmaBige Vergleich 


7 W. Klein u. P. Cassi, Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 30, 729 [1954]. 
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der Entfarbungsgeschwindigkeit mit Ad. und HX als Substraten neben 
gleichzeitigen Nucleosidasebestimmungen. Wenn eine spezifische Nu- 
cleindehydrase nicht vorhanden ist, muB die Ad.-Entfarbung der XO- 
oder der Nucleosidasewirkung parallel gehen, und zwar dem jeweils 
weniger aktiven Ferment. Die gleichen Uberlegungen gelten, mutatis 
mutandis, auch fiir Nucleotide und Phosphatase. 

Adenosin kann ohne Entstellung der Ergebnisse durch Inosin er- 
setzt werden. Der Grund liegt in der iiberlegenen Aktivitat der be- 
gleitenden Adenosin-Desaminase. Direkte Bestimmungen dieses Fer- 
mentes nach der Methode von Kalckar®, der Vergleich der Reaktions- 
geschwindigkeiten von Ad. und Inosin und schlieBlich der Nachweis der 
Reaktionsprodukte durch Papierchromatographie ergaben_ iiberein- 
stimmend, daB die Desaminierung bis zur héchsten Stufe der Reinheit 
des Fermentpraparates wesentlich schneller verlaiuft als jede andere 
Fermentreaktion. Die Gegenwart der Desaminase kann daher bei den 
folgenden Untersuchungen meistens vernachlassigt werden. 


Bestimmungsmethoden 


Die Dehydrasebestimmungen werden genau so durchgefiihrt, wie die XO-Be- 
stimmungen in der I. Mitteilung, nur daB als Substrat statt HX die aquimolare 
Menge Ad. oder Adenylsaiure verwendet wird. Einer besonderen Besprechung be- 
darf jedoch die Nucleosidasebestimmung. 

Bei Nucleosidspaltungen von iiber 10% bewahrte sich die friiher beschriebene 
Hypojoditmethode mit Guanindesoxyribosid als Substrat®. Bei geringeren Spal- 
tungsgraden werden die Ergebnisse ungenau. Aber gerade diesem Bereich kommt 
besondere Bedeutung zu, weil die Nucleosidase méglichst ausgeschaltet werden soll. 
Ferner sind die Zahlenergebnisse mit denen des MB-Versuches nicht direkt ver- 
gleichbar, weil die Substratkonzentration in letzterem rund 25mal niedriger ist als 
bei der Hypojoditmethode und weil an Stelle von Guanindesoxyribosid Ad. ge- 
braucht wird. 

Eine Nucleosidase-Mikrobestimmung bei sehr niedrigen Substratkonzentra- 
tionen hat Kalckar?° angegeben. Sie beruht auf der Oxydation des aus Inosin frei- 
gesetzten HX zu Harnsaiure in Gegenwart iiberschiissiger Milch-XO. Harnsaure 
wird dann spektrophotometrisch bestimmt. Voraussetzung ist, daB Inosin selbst 
durch XO oder eine beigemengte Dehydrase nicht angegriffen wird. Im Falle unseres 
Darmfermentes war der Beweis fiir die Richtigkeit dieser Voraussetzung noch zu 
erbringen, die Methode also nicht anwendbar. Es gibt aber eine andere, u. W. noch 
nicht benutzte Bestimmungsmoglichkeit. 


Nach der von Kalckar’® gefundenen Beziehung: 
Inosin + Phosphat =— Hypoxanthin + Ribosephosphat 


verschwindet fiir jedes Mol entstehenden HX 1 Mol Phosphat aus der Lésung, d. h. 
der Phosphatverbrauch geht der Nucleosidasewirkung parallel. Man kann diese 
Proportionalitaét zur Nucleosidasebestimmung benutzen, wenn die K onzentration 
des zugesetzten Phosphats niedrig gehalten wird. Eine Vollaktivierung der Nucleo- 
sidase wird in diesem Falle nicht erreicht. Es stéren starkere Verunreinigungen des 
Fermentes; auch kénnen Tartrat- oder Citrateluate nicht direkt untersucht werden. 
Geeignet sind die durch Ammoniumsulfatfallung gewonnenen Pra parate 3, 5 und 7 
der I. Mitteilung. 


* H.M. Kalckar, J. biol. Chemistry 167, 445 [1947]. 
® W. Klein, diese Z. 231, 125 [1935]. 
10 H. M. Kalckar, Federation Proc. 4, 248 [1945]. 
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Die Bestimmung des freien Phosphates neben dem entstandenen Ribose phos. 
phat geschieht nach Lowry und Lopez". 

Versuchsansatz: 223 y Ad. (oder Inosin) = 0,83 “Mol werden mit | m/ 
m/500-Phosphat vom px 7,7 (entspr. 2 ~Mol) und 1 m/ Fermentlésung im Gesamt. 
volumen von 5 ml 30 Min. bei 37° inkubiert. 

Die Substratkonzentration stimmt jetzt genau mit der des XO-Ansatzes iiber. 
ein. Der Versuch wird unterbrochen durch Einstellen der Probe in Eis und Zusatz von 
2 ml einer 0,3-n. Uberchlorséure. Nach 5 Min. kommen dazu 1,3 ml 4-proz. Super. 
Cel-Suspension und 1,7 ml 0,5-m. Natriumacetat. Dann wird zentrifugiert. Die klare 
Restlésung hat ein pq von 4,0. Davon werden 4 ml (= 2/; des Ansatzes) mit | ml 
1-proz. Ascorbinsaéure und 1 ml einer 1-proz. Ammoniummolybdatlésung in 0,05-n, 
Schwefelsiure versetzt und mit Wasser auf 10 mi aufgefiillt. Die bei Zimmertempe. 
ratur (22°) sich entwickelnde blaue Farbe wird nach 5 Min. im Photometer ,,Medeor‘ 
mit Filter 691 my abgelesen. Ein Kontrollversuch gleicher Zusammensetzung wird 
sofort nach Fermentzugabe mit Uberchlorsiure unterbrochen. Die Differenz beider 
Ablesungen ergibt den Phosphatschwund. 

Im Bereich niedriger Phosphatkonzentrationen leistet die Methode wegen 
ihrer Einfachheit und Zuverlassigkeit und wegen des geringen Substratverbrauches 
gute Dienste. Ihre gréBte Genauigkeit liegt bei Spaltungsgraden unter 50%. Statt 
Ad. ist auch Inosin verwendbar, nicht aber Guanosin. Der Unterschied zwischen 
den Ergebnissen der Mikro- und der Halbmikromethode geht aus der Tab. 1 her. 
vor; zugleich wird die Spaltungsgeschwindigkeit eines Nucleosids bei verschiedenen 
Phosphatkonzentrationen aufgezeigt. Als Fermentlésung dient ein Prap.5 der 
I. Mitt., als Substrat Inosin. 


Tab. 1. Nacleosidasebestimmung nach der Hypojodit- und der Phosphatschwund. 
methode. ; 


Phosphatkonzentration Phosphatschwundmethode | Hypojoditmethode 








des zugesetzten Puffers Spaltung % Spaltung % 
m/2000 5,7 1,0 
m/1000 13 2,5 
m/500 31 5,3 


Aus der Gegeniiberstellung geht hervor, daB nach der Phosphatschwund- 
methode viel gréBere Spaltungswerte gemessen werden als nach der Hypojodit- 
methode. Dies beruht auf der Tatsache, daB bei ersterer die gleiche Fermentmenge 
fiir eine 25 mal kleinere Substratkonzentration zur Verfiigung steht. Das Verhaltnis 
der in den zwei verschiedenen Bereichen der Substratkonzentration gemessenen 
Spaitungswerte betragt etwa 1: 5 bis 1: 6. 

Die neue Methode erlaubt nunmehr einen exakten Vergleich der XO und der 
Nucleosidase im MB-Versuch. 

Phosphatasebestimmung: Auch hier war neben einer Halbmikromethode 
eine Mikromethode fiir niedrige Substratkonzentrationen notwendig. Als Halb- 
mikromethode dient die tibliche kolorimetrische Bestimmung des freigesetzten 
Phosphats nach Abtrennung mit Magnesiamixtur. Der Versuchsansatz enthalt im 
Gesamtvolumen von 4 m/ 2,5 mg Adenosin-5-phosphorsaure, 1 ml Veronalpuffer 
und 1 ml Fermentlésung. Versuchsbedingungen: py 7,7; 37°; 30 Minuten. Bei der 
Mikromethode ist im Versuchsansatz wieder die gleiche molare Substratkonzen- 
tration wie bei den Nucleosidase- und Dehydrasebestimmungen; Puffer Veronal. 
Hinsichtlich der Substratkonzentration verhalten sich Halbmikro- und Mikro- 
methode wie 10,8 zu 1; hinsichtlich der Spaltungswerte etwa wie 2,5 zu 1. Die 
Zunahme des freien Phosphors wird bei letzterer nach Lowry und Lopez! be- 
stimmt. 


10. H. Lowry u. J. A. Lopez, J. biol. Chemistry 162, 421 [1946]. 
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Vergleich der Fermentaktivitaten unter Variation 
der Versuchsbedingungen 


1. Aktivitét verschiedener Xanthinoxydasepraparate: 
Mit dieser Versuchsreihe wird gepriift, wie weit das beschriebene Reini- 
gungsverfahren fiir XO zu einer Abtrennung der stérenden Nucleosidase 
und Phosphatase fiihrt, und ob sich Anhaltspunkte fiir die Existenz einer 
Dehydrase ergeben, die gebundene Purine angreift. Tab. 2 stellt die 
Dehydrierungsgeschwindigkeiten von HX, Ad., Adenosin-5-phosphor- 
siure und Ribonucleinséure einander gegentiber und vergleicht daneben 
die zugeh6rigen Nucleosidase- und Phosphatasewerte. Herstellung und 
Bezeichnung der verschiedenen Fermentpraparate entsprechen dem 
Beispiel der voranstehenden Mitteilung. Die Praparate sind nach stei- 
gendem Reinheitsgrad geordnet und stammen alle aus dem gleichen 
Aufarbeitungsgang. 


Tab. 2. Fermentaktivitaét von Xanthinoxydasepriparaten verschiedenen 








Reinheitsgrades. 

Prap. Dehydrasewirkung (G/N) auf: Nucleo- Phospha- 
Nr. Hypox. Adenos. Adenyls. | Ribonucleins. sidase tase 

] 3,3 4,7 5,5 3,9 13,4 39 

2 14,5 18,2 19,4 12,5 33 102 

3 26 30 25 16 69 230 

4 5] 66 23 5 179 134 

5 92 105 34 12 212 191 

6 98 73 18 1 123 99 

7 623 102 n. e. n. e. 45 48 




















n.e. = nicht entfirbt. 


In der Tabelle bedeuten die Zahlen unter den 4 Dehydrasesubstraten die Ge- 
schwindigkeit der MB-Entfarbung pro 1 mg FermenteiweiB-N, ausgedriickt in G/N, 
wobei G = 100/Entfarbungszeit in Min. und N der Stickstoffgehalt in mg von 1 m/ 
Fermentlésung nach Dialyse ist. Die Zahlen unter Nucleosidase und Phosphatase 
geben % Spaltung an, berechnet auf mg N von 1 ml des Praparates (% N). Beide 
Fermente sind durchgehend nach der Halbmikromethode bestimmt, weil die Mikro- 
methode bei unreinen Fermentlésungen nicht anwendbar ist. 

Im Anhang zur Tab. 2 werden zusatzlich die mit der Mikromethode ermittelten 
Aktivitaten von Nucleosidase und Phosphatase fiir die Praparate 5, 6 und 7 wieder- 
gegeben. Prap. 6 wurde nach Ammoniumsulfatfallung bestimmt. Der Anschaulich- 
keit halber sind die mit 1 ml Fermentlésung erhaltenen Zahlenwerte direkt (d. h. 
nicht auf Ferment-N bezogen) angefiihrt und zwar in % Spaltung. Daneben dic 
Aktivitat der XO in der gleichen Fermentlésung, ausgedriickt in G. Substrat ist HX. 


Anhang zur Tab. 2. 








Prap. Nr. Nucleosidase Phosphatase Xanthinoxydase 
5 84 95 12 
6 68 57 40 
ff 20 105 





























Willibald Klein, Bd. 300 (1955) 
Bei der Priifung der Tab. 2 fallt zunichst auf, daB das Rohfer. 
ment (Prap.1) auf gebundene Purine, auch auf Ribonucleinsiure, 
schneller einwirkt, als auf freies HX. Durch Behandlung mit Calcium. 
chlorid (Praép.2) und durch anschlieBende Ammoniumsulfatfallung 
(Prap. 3; es ist das in der vorliufigen Mitteilung beschriebene Ferment. 
praparat) wird das Verhaltnis der Wirksamkeiten wenig geindert; aller. 
dings steht Adenylsiure nun nicht mehr an erster Stelle und Ribonu. 
cleinsaure tritt noch etwas starker zuriick. Nucleosidase und Phosphatase 
steigen bis hier gleichmaBig mit der Dehydrase an. Dies andert sich nach 
Tonerdebehandlung (Prap. 4). Wahrend namlich die Nucleosidase weiter 
ansteigt, sinkt die Phosphatase ab. Die Substrate der Dehydrase ver. 
halten sich nicht mehr einheitlich; die phosphorfreien Substrate er. 
héhen ihre Dehydrierungsgeschwindigkeit weiter, die phosphorhaltigen 
aber senken sie. Beim Ubergang zu Prap. 5 (Ammoniumsulfatfallung) 
beobachtet man wieder ein ziemlich gleichmaBiges Ansteigen aller Aktivi- 
taiten, weil die Ammoniumsulfatfallung unspezifisch ist. Eine besondere 
Wirkung hat dagegen die Saulenelution des Toinerdeadsorbates (Prap. 6). 
Einmal wird hier (neben einer groBen Menge inaktiver Begleitstoffe) ein 
groBerer Anteil der Phosphatase entfernt als bei Prap. 4; auch die Dehy. 
drierung von Adenylséure und Nucleinsaiure wird staérker verlangsamt. 
Ferner erfahrt die Nucleosidase erstmals keine Aktivitatssteigerung mehr, 
sondern eine relative Verminderung. Das gleiche gilt fiir die Dehydrie. 
rungsgeschwindigkeit des Ad. Die mit Prap. 6 angebahnte Abtrennung 
von Phosphatase und Nucleosidase wird durch die Saiulenfraktionierung 
des Fermentgemisches mit Ammoniumsulfat als Gradient erheblich ge- 
fordert. Beide Aktivitéten sinken mit Prap. 7 auf niedrige Werte ab; 
Adenylsaure und Nucleinséure entfarben MB nicht mehr. Ad., das in 
Prap. 6 noch fast so schnell reagierte wie HX, ist jetzt um ein Mehr. 
faches langsamer geworden. 

Die Ergebnisse lassen sich in zwei Punkten zusammenfassen: 1. Das 
in der I. Mitteilung beschriebene Reinigungsverfahren fiir XO bewirkt 
nicht nur eine erhebliche Anreicherung dieses Fermentes, sondern dient 
gleichzeitig zur Entfernung des iiberwiegenden Teiles der begleitenden 
Phosphatase und Nucleosidase. Von der Phosphatase sind im Prap.7 
noch etwa 3% der im Rohmaterial vorhandenen Menge nachweisbar; 
von der Nucleosidase etwas mehr. An dieser Stelle ist zu erwahnen, dab 
auch der Gehalt an Adenosin-Desaminase auf etwa 2% des urspriing- 
lichen absinkt. Dennoch reicht dieser Rest aus, um mit Ad., das nach 
Kalckar?? fiir Nucleosidase erst nach Desaminierung angreifbar ist, die 
MB-Entfarbung stirker zu beschleunigen als mit Inosin. 2. Die Dehy- 
drierungsgeschwindigkeit der phosphorhaltigen Substrate folgt den 
Schwankungen des Phosphatasegehaltes; desgleichen geht mit der Ab- 
nahme der Nucleosidase eine Verminderung der Reaktionsgeschwindig- 
keit des Ad. einher. Offenbar ist die Dehydrierung gebundener 
Purine abhangig von den genannten Begleitfermenten. 


12H. M. Kalckar, J. biol. Chemistry 167, 461 [1947]. 
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Der Anhang zur Tab. 2 gibt ein klares Bild von der zunehmenden 
Isolierung der XO; sie zeigt aber auch, daB die restlichen geringen Mengen 
der Begleitfermente unter den Bedingungen des Dehydraseversuches 
noch nicht vernachlassigt werden kénnen. 

2. Aktivitaét und Phosphatkonzentration: In der vorliu- 
figen Mitteilung’ ist bereits darauf hingewiesen worden, daB die im Dehy- 
draseversuch verwendeten Substrate auf Phosphatzusatz in verschie- 
dener Weise reagieren. Jene Versuche sind jetzt mit dem geeigneteren 
Fermentpraparat 5 wiederholt und vervollstandigt worden. Tab. 3 zeigt 
den Einflu8 des Phosphats tiber einen gr6Beren Konzentrationsbereich. 
Nucleosidase und Phosphatase sind wegen Variation der Phosphat- 
konzentration mit der Halbmikromethode bestimmt. Die Ferment- 
aktivitiéten werden ohne Einbeziehung des Stickstoffgehaltes wieder- 
gegeben; die Dehydrase, ausgedriickt in G, Nucleosidase und Phospha- 
tase in % Spaltung. 


Tab. 3. Abhaingigkeit der Fermentwirkungen von der Phosphatkonzentration. 








Zugesetzter Dehydrasewirkung (G) auf: Nucleo- | Phospha- 
Puffer Hypox. Adenos. | Adenyls. sidase tase 

m/5 — -Phosphat 11,8 14,2 1,4 19 3 
m/100. -Phosphat 7,1 11,1 3,8 7,4 8 
m/500 -Phosphat 6,7 10,0 5,6 5,3 11 
m/1000-Phosphat 6,7 YP 5,9 2,5 21 
m/2000-Phosphat 6,3 5,6 6,3 1,4 26 
Wasser 5,6 1,5 6,7 

Veronal 11,8 Zs 9,1 0,09 35 














Phosphat als Aktivator Cer Nucleosidase® und gleichzeitig als Spalt- 
produkt der Phosphatase beeinfluBt naturgemaB beide Fermente in ent- 
gegengesetztem Sinne, d. h. es beschleunigt die Nucleosidase und hemmt 
die Phosphatase. Die Tabelle zeigt einen einwandfreien Parallelismus 
zwischen Ad.-Dehydrierung und Nucleosidase einerseits, und Adenyl- 
siuredehydrierung und Phosphatase andererseits. Die Dehydrierung von 
HX ist keiner spezifischen Phosphatwirkung unterworfen. Die leichte 
AktivitatserhGhung mit steigender Phosphatkonzentration ist ein Salz- 
effekt, den Veronal in gleicher Starke ausiibt. Der Versuch ohne Puffer 
bestatigt diese Auffassung. Die Untersuchung der Phosphatabhangigkeit 
der Fermentwirkungen fiihrt also zu der gleichen Folgerung wie die 
Priifung von Dehydraselésungen verschiedenen Reinheitsgrades, dab 
nimlich die gebundenen Purine ohne Nucleosidase bzw. ohne 
Nucleosidase + Phosphatase nicht dehydriert werden. 

Ein weiteres aufschluBreiches Ergebnis der Tab. 3 ist der Befund, 
daB bereits durch Zusatz von 1 ml m/2000-Phosphat, also bei einer 
Konzentration von m/10000-Phosphat im Versuchsansatz, die Geschwin- 
digkeit der Ad.-Dehydrierung auf das 2- bis 3-fache ansteigt. Dadurch 
erklirt sich die Beobachtung, daB Adenylsiure MB in Gegenwart von 
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phosphatfreien Fermentlosungen mit ziemlicher Schnelligkeit entfarben 
kann. Denn es geniigen die bei der Dephosphorylierung von Adenylsiiure 
frei werdenden Phosphatmengen, um die Dehydrierung des entstandenen 
Ad. zu sichern. Die Gegenwart von Nucleosidase kann bei diesen Phos. 
phatkonzentrationen mit der Mikromethode noch bequem nachgewiesen 
werden. 


Papierchromatographische Untersuchung 
der Reaktionsprodukte 


Die vergleichende Untersuchung des Fermentgemisches in Darm.- 
schleimhautpraparaten hat das Vorhandensein einer Dehydrase, welche 
Purine bei intakter nucleosidischer (und nucleotidischer) Bindung an. 
greift, unwahrscheinlich gemacht. Ein direkter Beweis fiir das Fehlen 
eines solchen Fermentes ist schwer zu erbringen. Jedoch kénnen jene 
Befunde noch einer Gegenprobe unterzogen werden durch Ermittlung 
der Reaktionsprodukte des Ad. (oder der Adenylsiure) mit Hilfe der 
Papierchromatographie. Wird Harnsaureribosid, das fiir das postulierte 
' Ferment charakteristische Dehydrierungsprodukt, nicht nachgewiesen, 
so sind obige Ergebnisse hinreichend bekraftigt, waihrend sein positiver 
Nachweis trotz des Ausgangs der kinetischen Messungen die Existenz 
einer neuen Dehydrase mit Sicherheit belegen wiirde. 


Da uns Harnsaureribosid als Testsubstanz nicht zur Verfiigung 
stand, haben wir den voraussichtlichen Ry-Wert dieses Stoffes auf ande- 
rem Wege gesucht. Es wurden alle aus Ribo- und Desoxyribonucleinsiure 
darstellbaren Purinnucleoside nebst den freien Purinen chromatogra- 
phiert und ihre Ry-Werte miteinander in Beziehung gesetzt. Das Ergeb- 
gebnis zeigt Tab. 4. 

Substanzen: Die verwendeten Nucleoside wurden nach!* dargestellt; Ade- 
nin-desoxyribosid nach’. Guanylsiure wurde aus Hefenucleinséure nach’, Xan- 
thylsiure aus Guanylsdure nach!* gewonnen. Die Darstellung des Xanthosins aus 
Xanthylsiure geschah durch fermentative Dephosphorylierung. Die tibrigen Sub- 
stanzen stammen aus dem Handel. 


Tab. 4. Beziehungen zwischen den Rr-Werten von freien Purinen, ihren Ribosiden 
und Desoxyribosiden. 























Purine Rr Purin-riboside Rr Purin-desoxyrib. kr 
Adenin 0,70 | Adenin-ribosid 0,54 | Adenin-desoxyrib. | 0,62 
Hypoxanthin 0,44 | Hypox.-ribosid 0,26 | Hypox.-desoxyrib. | 0,40 
Guanin 0,38 | Guanin-ribosid 0,24 | Guanin-desoxyrib. | 0,35 
Xanthin 0,33 | Xanthin-ribosid 0,14 | Xanthin-desoxyrib.| — 
Harnsaure 0,14 | Harnsaure-rib. — a 





13 W. Klein, diese Z. 255, 82 [1938]. 

4 W. Klein, diese Z. 224, 244 [1934]. E 

15 H. Steudel u. E. Peiser, diese Z. 127, 262 [1923]. 

16 Pp, A. Levene u. A. Dmochowski, J. biol. Chemistry 98, 563 [1931]. 
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nega Mischung: n-Butanol-Isobuttersiure-Wasser-Ammoniak 25% = 
6:3:2:0,2 nach Léfgren?’. 

Lp Schleicher & Schiill Nr. 2043b, gewaschen mit n/10-HCl. Laufzeit 
15 Stdn. bei 22°. Vergleichssubstanz Hypoxanthin. Lokalisation der Flecken auf 
Grund der Lichtausléschung im UV-Licht eines ,,Mineralight‘‘-Gerates. Soweit er- 
forderlich, wurden die Substanzen ausgeschnitten und nach Elution im Beckman- 
Spektrophotometer auf ihre Absorption im UV gepriift. 

Aus der Tabelle lassen sich drei Regeln ableiten: 


1. Bindung eines freien Purins an Ribose fiihrt zu starker Erniedri- 
gung des Ry-Wertes, unabhaingig von der Oxydationsstufe. 

2. Bindung eines freien Purins an Desoxyribose hat einen gleich- 
gerichteten aber schwicheren Effekt. 

3. Die Ry-Werte sinken mit steigender Oxydationsstufe. 


Dieses regelmaBige Verhalten der Ry-Werte berechtigt zu der 
SchluBfolgerung, daf Harnsiureribosid einen niedrigeren Ry-Wert haben 
wird als Harnséure selbst (und als Xanthinribosid). 

Im Hauptversuch wird Ad. mit Darmferment in Gegenwart von 
Sauerstoff als H-Acceptor an Stelle von MB inkubiert, dann die Mischung 
von anorganischen Salzen weitgehend befreit, eingeengt und auf Papier 
aufgetragen. Als Ferment ist Prap. 5 das zweckmabigste, denn es ist 
nach 25- bis 30-facher Anreicherung der XO noch imstande, Ad. schneller 
zu dehydrieren als HX. Die Phosphatkonzentration wird aus prapara- 
tiven Griinden niedrig gewahlt. 

Der Versuch wird in folgender Weise ausgefiihrt: Ein Gesamtvolumen von 
25 m/ enthalt 1,115 mg Ad., 1 ml m/100-Phosphat und 5 m/l Fermentlésung. Die 
Mischung bleibt 30 Min. bei 37°. Wahrend der Inkubation wird ein langsamer 
Sauerstoffstrom durchgeleitet. Unterbrochen wird durch 5 Min. langes Einstellen 
in ein siedendes Wasserbad. Nach Filtrieren tiber Super-Cel wird die Lésung klar. 
Das beigemengte Ammoniumsulfet wird durch Zusatz eines geringen Uberschusses 
an Barytwasser zersetzt, das frei gewordene Ammoniak verdampft und restliches 
Baryt mit Kohlendioxyd ausgefallt. Phosphat fallt mit der Schwefelsiure zusam- 
men aus. Die Lésung wird auf 1 ml eingeengt und davon 0,03 m/ auf Papier aufge- 
tragen. 

” Die Analyse ergibt einen kraftigen Fleck bei Ry 0,45, dessen Identitat mit 
Inosin nach Elution auf Grund seines Maximums bei 250 my bestatigt wurde. Von 
Ad. selbst ist nichts mehr zu finden. Ein zweiter ziemlich kraftiger Fleck hat 
Ry 0,14. Seine Natur als Harnsaiure wird ebenfalls spektrometrisch gesichert 
SchlieBlich findet sich noch ein zarter Fleck bei RF 0,43, welcher der Lage nach als 
HX anzusehen ist. 

Die Fleckenstirke erlaubt folgende Aussagen beziiglich des Reak- 
tionsverlaufes: Der erste Schritt des Ad.-Abbaus ist die Desaminie- 
rung, die sehr rasch und quantitativ vor sich geht. Da die Nucleo- 
sidase wesentlich langsamer wirkt, hauft sich Inosin an. Mit vergleich- 
barer, doch noch etwas geringerer Geschwindigkeit wirkt XO, denn es 
finden sich auch kleine Mengen HX. Endprodukt ist die Harnsaure. 
Inosin fiihrt zu dem gleichen Ergebnis, ebenso Adenylsaure, nur daB bei 
letzterer der HX-Fleck nicht sichtbar wird. Andererseits ergibt ein 
Kontrollversuch mit HX als Substrat neben HX und Harnsaure noch 


1” N. Lofgren, Act. chem. scand. 6, 1030 [1952]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 300 19 
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einen Fleck bei Ry 0,34, dessen Identitaét mit Xanthin auf optischem 
Wege bestatigt wurde. 

Die Versuche wurden unter Variation der Versuchszeiten mehrfach 
wiederholt, am haufigsten der Ad.-Versuch. Die festgestellten Flecke 
sind, zum mindesten ihrer Lage nach, alle identifiziert. Es ist nie ge. 
lungen, auch nur die Spur eines Fleckes in der Gegend des vermuteten 
Harnsaurenucleosides zu entdecken. Dieser Befund gewinnt noch an 
Sicherheit durch die bereits erwihnte Beobachtung Kalckars', wo. 
nach das Ribosid fermentativ nicht weiter verandert wird, denn demnach 
miBte es sich wahrend der Reaktion anhiaufen. 


Besprechung der Ergebnisse 


Der Versuch, aus Darmschleimhaut eine Dehydrase zu isolieren, 
welche nucleosidisch oder nucleotidisch gebundene Purine angreift, hat 
als experimentelle Voraussetzung ein vergleichendes Studium der am 
Nucleotidabbau beteiligten Fermente. Um diése Fermente exakt mit- 
- einander zu vergleichen, muB man sie unter gleichen Versuchsbedin- 
gungen priifen. Da die Dehydrase mit der Thunberg-Technik bestimmt 
wurde, waren die Bestimmungsmethoden fiir Nucleosidase, Phosphatase 
(und Desaminase) auf die Zusammensetzung des Versuchsansatzes fiir 
XO (bzw. Dehydrase) einzustellen. Die Gegeniiberstellung der ange- 
wendeten Mikro- und Halbmikromethoden bestiatigte die Notwendig- 
keit, beim Aktivitaétsvergleich verschiedener Fermente eines Gemisches 
mit aquimolekularen Substratkonzentrationen zu arbeiten. Fiir Nucleo- 
sidase war eine geeignete Mikromethode nicht bekannt; sie fand sich bei 
Beachtung der Phosphorylasenatur des Fermentes und beruht auf der 
Messung des Phosphatschwundes wihrend der Reaktion. 


Bei den Isolierungsversuchen ist XO von dem Ad. dehydrierenden 
Ferment nicht abzutrennen. Bis zur Stufe 5 des fiir XO beschriebenen 
Verfahrens gehen beide Aktivitaten einander parallel. Im Gegensatz zu 
XO konnte die Dehydrase nicht weiter gereinigt werden. Das Absinken 
der dehydrierenden Wirksamkeit einer héher gereinigten XO gegeniiber 
Ad. war regelmaBig von einer Verminderung der Nucleosidase begleitet. 
Dieser Befund spricht gegen die selbstiindige Natur der Dehydrase. 


Zwei weitere Versuchsanordnungen erharten das Resultat. Wahrend 
die Dehydrierung von HX weitgehend unabhingig von der Anwesenheit 
von Phosphat ist, geht die Dehydrierung des Ad. der Phosphatkonzen- 
tration parallel, und verhalt sich somit wieder gleichsinnig der Nucleo- 
sidase. In der Einleitung wurden diese Beziehungen bereits niaher er- 
értert. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der ersten Versuchsreihe 
fiihren sie zu dem SchluB, daB ,,Adenosin-Dehydrase“ kein ein- 
heitliches| Ferment! ist,! sondern ein {Gemisch von XO und 
Nucleosidase. Diese Folgerung findet endlich noch ihre Bestatigung 
durch die papierchromatographische Untersuchung der Dehydrierungs- 
produkte des Ad. Ein durch direkte Dehydrierung des Ad. entstehendes 
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Harnsiurenucleosid war auch nicht in Spuren nachzuweisen. Damit 
entfillt gleichzeitig die eingangs offen gehaltene Moglichkeit, da neben 
XO noch kleine Mengen des postulierten Fermentes vorliegen konnten. 

Auch das zweite Reservat, die dem HX iiberlegene MB-Entfarbungs- 
geschwindigkeit des Ad., bietet keine Schwierigkeit mehr. Ihre Erkliérung 
beruht auf der ungewohnlich starken Hemmbarkeit der XO durch das 
Substrat HX. In der I. Mitteilung wurde berichtet, da die Geschwindig- 
keitssteigerung der MB-Entfarbung mit abnehmender HX-Konzentra- 
tion sich bis in den Bereich minimaler Konzentrationen fortsetzt. In 
den dort beschriebenen Fermentpraparaten | bis 5 wirkt Nucleosidase, 
wie experimentell festgestellt, etwas schneller als XO. Sie erzeugt fort- 
laufend kleinste Mengen HX, die von XO fast ebenso schnell dehydriert 
werden. In der Tat ist papierchromatographisch neben viel Inosin (das 
in erster Phase aus Ad. entsteht) und Harnsaéure nur wenig HX nach- 
weisbar. Somit kann XO ihre Aktivitaét bei geringsten, aber langere Zeit 
nicht abnehmenden HX-Konzentrationen entfalten und schneller wirken 
als ohne Nucleosidase. Bei derartig auf einander abgestimmten Ferment- 
konzentrationen, die letzten Endes durch den Fermentgehalt des Or- 
ganes selbst bedingt sind, spielt Nucleosidase die Rolle eines 
Schrittmachers fiir XO. 

Die fiir die Ad.-Dehydrierung entwickelten Uberlegungen finden 
sinngeméiBe Anwendung auf die Dehydrierung der Adenylsiure und 
Nucleinséure und ihr Zusammenspiel mit Phosphatase. 

Die Herkunft des Harnsiureribosides konnte durch die Unter- 
suchung der Fermente der Darmschleimhaut des Kalbes nicht aufgehellt 
werden. 


Fri. Ruth Frolob leistete bei der Ausfiihrung der Versuche wertvolle Hilfe. 


Zusammenfassung 


1. Es wird eine Mikrobestimmungsmethode fiir Nucleosidase ange- 
geben, welche auf dem Phosphatverbrauch der Nucleosidspaltung beruht. 

2. Durch das in der I. Mitteilung beschriebene Reinigungsverfahren 
fir Xanthinoxydase aus Darmschleimhaut werden stérende Begleitfer- 
mente weitgehend abgetrennt. Die Aktivitit von Phosphatase, Nucleo- 
sidase und Desaminase in den gereinigten Fermertlésungen (Prap. 7) 
betragt nur noch wenige Prozent ihrer Aktivitaét im Rohextrakt. 

3. Zur Feststellung, ob auBer Xanthinoxydase noch eine Dehydrase 
vorliegt, die nucleosidisch (oder nucleotidisch) gebundene Purine direkt 
angreift, werden die Geschwindigkeiten der Methylenblau-Entfarbung 
durch Hypoxanthin, Adenosin, Adenosin-5-phosphorsiéure und Ribonu- 
cleinséure sowie Nucleosidase- und Phosphatasegehalt untereinander 
verglichen : 

a) bei Verwendung von Fermentpriparaten verschiedenen Rein- 

heitsgrades, 

b) bei verschiedenen Phosphatkonzentrationen. 

19* 
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4. Ferner werden die Reaktionsprodukte nach Einwirkung ve 
Darmschleimhautferment (Prap. 5) auf Adenosin (und Adenylsaure) 
Gegenwart von Sauerstoff papierchromatographisch untersucht. 

5. Die kinetischen und chromatographischen Ergebnisse fiihren eins 
heitlich zu dem SchluB, daB Darmschleimhaut die postulierte Dehydra 


nicht enthalt. 
Summary 


1. A method is described for the micro-estimation of nucleosidagg 
which is based on the consumption of phosphate in the cleavage @ 
nucleosides. 

2. Other interfering enzymes present are largely removed by meang 
of the method for the purification of xanthine oxidase from intesti 
mucosa described in the first communication. The activity of phosphas 
tase, nucleosidase and desaminase in the purified enzyme solutions (pre 
paration 7) amounts +> only a few per cent of their activity in the crudg 
extract. . 

3. Experiments have been carried out to determine whether, i 
addition to xanthine oxidase, a dehydrase is also present which directh 
attacks nucleosidic (or nucleotidic)-bound purines. For this purpose th 
velocity of decoloration of methylene blue by hypoxanthine, adenosine, 
adenosine-5-phosphoric acid and ribonucleic acid as well as the nucleo 
sidase and phosphatase contents were compared with one another a) by 
the use of enzyme preparations of varying degrees of purity and b) af 
various phosphate concentrations. 

4. In addition the reaction products obtained by the action 
intestinal mucosa enzyme (preparation 5) on adenosine (and adenyli¢ 
acid) in the presence of oxygen were investigated by means of pape 
chromatography. 

5. Both the kinetic and chromatographic results support the con 
clusion that intestinal mucosa does not contain the postulated dehydrase 








